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1 Proteómica 
La proteómica es la ciencia que estudia el proteoma, es decir, el conjunto de proteínas 
presentes en un organismo, o en parte de él, en un momento dado. Esta definición fue 
fijada por Wilkins y colaboradores en 1995 (Wasinger et al., 1995). La proteómica fue 
inicialmente ideada como una técnica complementaria a la genómica (Santiago, 2004), 
pero en los últimos años se ha convertido en una disciplina científica.  
El grado de complejidad del proteoma es mucho mayor que el del genoma o el del 
transcriptoma. Un organismo puede tener un número significativamente mayor de 
proteínas que de genes, lo que se debe principalmente a dos razones. La primera de ellas es 
el “splicing” alternativo, donde las proteínas sintetizadas provienen de un mismo gen pero 
con diferentes combinaciones de exones. Otra, no menos importante, es el conjunto de 
modificaciones post-traduccionales, que incluyen fosforilación, alquilación, glicosilación, 
etc. (Peng y Gygi, 2001). Además, tanto el proteoma como el transcriptoma tienen un 
carácter dinámico, a diferencia del genoma. La presencia de algunas proteínas y transcritos 
cambian en las distintas etapas del ciclo celular, y también como respuesta a acciones o 
agentes externos (Figeys, 2003). Esto ocurre tanto en un estado normal como en uno de 
estrés o patológico. Es precisamente esta variabilidad del proteoma la que lo hace tan 
atractivo para la investigación.  
Los análisis proteómicos son de gran ayuda para identificar nuevos productos génicos, 
proporcionando información complementaria a los proyectos genómicos. Las técnicas 
proteómicas se basan en la separación e identificación de proteínas presentes en mezclas 
complejas, utilizando diversas técnicas cromatográficas o electroforéticas que permiten 
obtener un ordenamiento físico o químico de las mezclas de proteínas. El desarrollo de 
estas técnicas ofrece la posibilidad de trabajar simultáneamente con el total de especies 
proteicas presentes en una unidad biológica dada, que puede incluir desde orgánulos 
subcelulares hasta ecosistemas. 
Existen varios tipos de aproximaciones para el estudio del proteoma, entre los cuales 
se encuentran la proteómica descriptiva, la cuantitativa, la de poblaciones y la diferencial. 
La proteómica descriptiva se encarga de la caracterización de las proteínas presentes en 
determinados proteomas o subproteomas, mientras que la cuantitativa es capaz de 
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determinar las abundancias de dichas proteínas. La proteómica de poblaciones estudia los 
cambios genotipo-dependientes del proteoma, y la diferencial estudia los cambios 
observados como respuesta al desarrollo, a trastornos ambientales o situaciones de estrés. 
Otros enfoques proteómicos incluyen el estudio de las modificaciones post-traduccionales 
(PTMs), que en los últimos años ha alcanzado un especial desarrollo, así como las 
interacciones de proteínas con otras proteínas y/o entidades moleculares, que se define 
como interactómica (Tyers y Mann, 2003; HUPO, 2010; Jorrín-Novo et al., 2009).  
La proteómica descriptiva o de mapeo tiene como finalidad la caracterización del 
mayor número de proteínas presentes en una muestra. Actualmente, su mayor aplicación 
consiste en caracterizar las proteínas presentes en proteomas de gran complejidad, entre 
los que se encuentran los proteomas subcelulares, como por ejemplo los de las diversas 
membranas celulares. Por otro lado, la proteómica diferencial se centra en la búsqueda de 
proteínas cuya abundancia se ve afectada en distintas situaciones fisiológicas o como 
consecuencia de estreses bióticos o abióticos. Para estos estudios es necesario obtener 
perfiles proteicos reproducibles y cuantificables, ya sea de modo relativo (lo más común) o 
absoluto. Además, para poder observar las diferencias existentes con la significación 
estadística requerida es siempre necesario un considerable número de réplicas, debido a la 
alta variabilidad inherente a los sistemas biológicos. Una vez detectadas las diferencias se 
procede a la identificación de las proteínas de interés y a tratar de explicar la repercusión 
biológica de su presencia/ausencia o de sus cambios. 
1.1 Técnicas utilizadas en proteómica 
La proteómica se ha desarrollado mucho en los últimos años debido principalmente al 
progreso en la instrumentación analítica. Los avances en las técnicas de ionización 
“suave” para la espectrometría de masas, como son la “electrospray ionization” (ESI) y la 
“matrix-assisted laser desorption” (MALDI), han jugado un papel importante en el rápido 
desarrollo del análisis de biomoléculas como las proteínas. La introducción de 
espectrómetros de masas con mayor capacidad, velocidad, resolución y sensibilidad ha 
permitido que la espectrometría de masas sea el método más robusto para el análisis de 
péptidos y proteínas. Los avances tecnológicos y metodológicos en la separación a nivel 
de proteínas y péptidos también han propiciado el desarrollo de la proteómica. La 
bioinformática es otra herramienta que ha aumentado la capacidad para recolectar, 
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almacenar, procesar y visualizar la enorme cantidad de datos que se genera en un análisis 
proteómico. 
Los estudios proteómicos generalmente siguen un flujo de trabajo común (Figura 1). 
Inicialmente se realiza la extracción y purificación del proteoma que se va a estudiar. Este 
paso puede incluir un fraccionamiento subcelular para disminuir la complejidad de las 
mezclas de proteínas y aislar las proteínas presentes en orgánulos celulares específicos de 
la del resto del proteoma (Cordwell et al., 2000). Una vez obtenida la muestra de interés 
con la suficiente pureza se procede al fraccionamiento de las proteínas presentes en la 
misma, siendo este uno de los pasos más importantes para los estudios proteómicos. El 
fraccionamiento de las proteínas se puede llevar a cabo ya sea utilizando técnicas de 
cromatografía líquida o bien con técnicas electroforéticas. Entre las cromatográficas se 
encuentran las de intercambio iónico, exclusión por tamaño, afinidad y fase reversa, que 
son métodos bien conocidos y están extensamente descritos en la literatura. En las 
electroforéticas la separación se desarrolla generalmente en geles de poliacrilamida, 
aprovechando principios físicos característicos de las proteínas, como por ejemplo su 
naturaleza, punto isoeléctrico y tamaño, dando lugar a técnicas como la de 
isoelectroenfoque combinada con electroforesis en gel con SDS (IEF-SDS-PAGE) y la de 
geles “Blue Native” combinada con electroforesis en gel con SDS (BN-PAGE) entre otras 
combinaciones. Una vez separadas, las proteínas se digieren utilizando enzimas que cortan 
las proteínas en aminoácidos específicos, comúnmente la tripsina, y de esta forma se 
convierten en péptidos que luego son analizados por espectrometría de masas. Los 
resultados obtenidos se interpretan y procesan usando potentes herramientas 
bioinformáticas.  
 
Figura 1. Flujos de trabajo generalmente utilizados en estudios proteómicos. 
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El trabajo con mezclas de proteínas ha avanzado en los últimos años gracias al 
desarrollo de métodos de alta resolución que permiten el análisis de mezclas peptídicas 
complejas obtenidas por digestión del conjunto de proteínas sin que haya una separación 
previa. Aunque así se genera una mayor complejidad en la muestra, este procedimiento ha 
permitido identificar muchas proteínas que no se pueden visualizar con técnicas basadas 
en geles bidimensionales (Washburn et al., 2001). El fraccionamiento a nivel peptídico se 
desarrolla utilizando principalmente métodos cromatográficos. En ocasiones, la separación 
de mezcla de péptidos se desarrolla combinando dos o más tipos de cromatografía, en lo 
que se llama separación multidimensional. 
La separación multidimensional de péptidos se basa en la utilización de dos o más 
propiedades físicas independientes de los péptidos presentes en la mezcla. Cuando las 
propiedades son verdaderamente independientes, el método de separación es considerado 
ortogonal. Las propiedades físicas normalmente utilizadas para esta separación son 
tamaño, carga, hidrofobicidad e interacción biológica o afinidad. Comúnmente, los 
componentes que no se separan en una primera etapa se pueden resolver en la segunda. 
Existe un gran número de posibles combinaciones en la cromatografía multidimensional, 
con el objetivo común de obtener la mejor resolución posible para posteriormente poder 
identificar la mayor cantidad de proteínas en el análisis por espectrometría de masas. 
Una de las principales dificultades con las que se enfrenta la proteómica es la 
detección y caracterización de las proteínas menos abundantes en mezclas complejas. Esta 
limitación deriva del amplio rango de concentración en que se encuentran las proteínas en 
cualquier célula o fluido biológico. Otra dificultad evidente para los análisis proteómicos 
es la separación de las proteínas hidrofóbicas, entre las que son representativas las 
proteínas de membrana (Gorg et al., 2000), debido a su difícil solubilización en aquellos 
tampones compatibles con la electroforesis bidimensional. 
1.1.1 Técnicas electroforéticas 
Las técnicas electroforéticas han evolucionado hasta convertirse en una herramienta 
ampliamente utilizada para la separación de proteínas. Esto se debe a su capacidad para 
resolver miles de proteínas en un único experimento, lo que facilita la comparación de los 
componentes proteicos de dos o más muestras. La electroforesis bidimensional ha sido 
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durante muchos años la metodología con mayor poder resolutivo utilizada para la 
identificación de proteínas en mezclas complejas.  
1.1.1.1 Electroforesis bidimensional 
La electroforesis bidimensional (2-DE) fue descrita por O´Farrell y Klose en 1975. 
Esta técnica separa las proteínas basándose en la utilización de dos principios físicos: la 
carga y la masa molecular. En una primera dimensión se separan las proteínas de acuerdo 
a su punto isoeléctrico (pI), mediante una focalización isoeléctrica (IEF). La segunda 
dimensión separa las proteínas de acuerdo con su masa molecular a través de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de un detergente aniónico muy 
potente, el dodecil sulfato de sodio SDS (SDS-PAGE). El desarrollo de gradientes 
inmovilizados de pH (IPG, Immobilized pH gradients) eliminó gran parte de las 
limitaciones que presentaban los geles basados en anfolitos portadores, tales como la baja 
reproducibilidad o la dificultad de detección de proteínas muy ácidas, básicas o de baja 
abundancia (Bjellqvist et al., 1982; Gorg et al., 2004). 
Para los organismos cuyos genomas han sido ya secuenciados es posible calcular un 
proteoma teórico. Estos abarcan aproximadamente desde pI 3 hasta 12-13 y desde 1 hasta 
aproximadamente 500 kDa. Sin embargo, la mayor parte (posiblemente alrededor del 70-
80% de las proteínas) están concentradas en una zona más estrecha, que comprende rangos 
de pI entre 3,5 y 10 y de masa molecular entre 10 y 100 kDa (Santiago, 2004). Estos son 
los intervalos que generalmente se estudian con las técnicas de electroforesis 
bidimensional. 
Ventajas 
La electroforesis bidimensional permite realizar análisis cuantitativos basados en la 
intensidad de señal de cada mancha o “spot”, que generalmente se corresponde con una 
proteína en la muestra. Además, esta técnica permite separar, en un solo experimento, un 
alto número de proteínas, obteniendo información acerca de su pI y masa molecular. Esta 
información permite la identificación tanto de isoformas proteicas como de sus 
modificaciones post-traduccionales. 
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Utilizando la 2-DE podemos tener una visualización directa del proteoma estudiado, a 
diferencia de los métodos de fraccionamiento cromatográfico. Los mapas proteicos suelen 
estar bastante conservados, lo que permite la comparación con otros existentes en las bases 
de datos. La resolución de los geles 2-DE puede ser suficiente para detectar desde unos 
cientos hasta varios miles de proteínas de manera individual, dependiendo del tamaño de 
los geles, entre otros factores. El uso de geles de electroforesis de gran tamaño, así como 
la superposición múltiple de distintos IPG, han permitido la identificación de entre 5.000 y 
10.000 proteínas en algunos casos (Gorg et al., 2004; Wittmann-Liebold et al., 2006).  
Desventajas 
En general, la resolución de la electroforesis bidimensional aumenta a medida que la 
cantidad de proteínas aplicada disminuye (Fey y Larsen, 2001). Esto puede dificultar la 
visualización de proteínas minoritarias en la mezcla proteica, que pueden resultar 
enmascaradas por otras más abundantes.  
Otra desventaja de la técnica 2-DE radica en la dificultad de solubilización en la 
primera dimensión (IEF) de proteínas altamente hidrofóbicas, como son las proteínas 
intrínsecas de membrana (Gorg et al., 2000; Paulsen et al., 1998). Este tipo de proteínas 
tienen regiones o dominios cuyas propiedades de solubilidad son más cercanas a las de los 
polímeros orgánicos convencionales que a las de las proteínas globulares hidrosolubles, 
por lo que no son buenas candidatas para ser analizadas por electroforesis bidimensional. 
Las proteínas de membrana juegan un papel crucial en la transducción de señales, 
adhesión celular y transporte de iones y metabolitos, por lo que resulta crítico resolver este 
problema y continuamente se trabaja para superar esta limitación (Paulsen et al., 1998). 
Por estas razones, las poblaciones proteicas caracterizadas por 2-DE están generalmente 
sesgadas hacia las moléculas más hidrofílicas, mientras que las proteínas hidrofóbicas 
están menos representadas y se analizan preferentemente mediante combinaciones de 
técnicas cromatográficas y de SDS-PAGE o tras una digestión tríptica previa. 
Por otra parte, aquellas proteínas que poseen puntos isoeléctricos muy ácidos o 
básicos son difíciles de focalizar en la mayoría de los geles de isoelectroenfoque 
disponibles en el mercado. 
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A pesar de las limitaciones descritas, la electroforesis bidimensional tiene una gran 
capacidad resolutiva, ya que se puede lograr la visualización de más de 10.000 especies 
proteicas (Klose y Kobalz, 1995). Así pues, aún es la técnica más usada para el análisis de 
proteomas, tanto para la identificación de proteínas como en estudios de proteómica 
comparativa. 
1.1.1.2 BN-PAGE 
La separación Blue Native-PAGE (BN-PAGE) es otra técnica de separación 
bidimensional en gel con alta resolución que se utiliza comúnmente para proteínas de 
membrana y/o complejos proteicos (Andaluz et al., 2006; Basa et al., 2014). Este método 
es especialmente útil para la investigación de complejos de proteínas nativas y permite la 
caracterización de interacciones proteína-proteína en un contexto de proteómica funcional 
(Reisinger y Eichacker, 2008). Esta técnica aprovecha la capacidad del azul de Coomassie 
para conferir cargas negativas a los complejos de membrana, manteniéndolos solubles e 
intactos en una primera separación electroforética nativa, que luego se completa con una 
segunda separación desnaturalizante clásica (Schägger y Jagow, 1991). El BN-PAGE se 
ha usado con éxito para la caracterización proteómica de cloroplastos (Herranen et al., 
2004; Rexroth et al., 2003; Kügler et al., 1997; Suorsa et al., 2004; Thidholm et al., 2002; 
Ciambella et al., 2005; Heinemeyer et al., 2004) y tilacoides (Andaluz et al., 2006; Basa 
et al., 2014). También se han realizado estudios tanto con membrana mitocondrial como 
con membrana plasmática (Eubel et al., 2005; Kjell et al., 2004).  
1.1.1.3 Tinción de los geles 
La visualización de las proteínas presentes en los geles bidimensionales se puede 
realizar utilizando distintas técnicas. Tradicionalmente, las proteínas se han teñido con 
Coomassie Blue G-250 y R-250 (Neuhoff et al., 1988; Candiano et al., 2004) o sales de 
plata (Rabilloud et al., 1994; Chevallet et al., 2008). Más recientemente, se han 
desarrollado técnicas basadas en el uso de fluorescencia como las tinciones de SYPRO 
(Berggren et al., 1999) y CyDye DIGE (Tonge et al., 2001; Unlu et al., 1997; Marouga et 
al., 2005). Las características principales de cada tinción están recogidas en la Tabla 1, 
donde se especifica la sensibilidad, rango lineal y compatibilidad con las técnicas de 
espectroscopía de masas de cada una de ellas. 
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Tabla 1. Técnicas utilizadas para tinción de geles. 
 
Los métodos de tinción a base de Coomassie (Fakezas et al., 1963) y plata (Switzer 
et al., 1979) fueron desarrollados mucho antes de la actual era post-genómica, y aún hoy 
se mantienen como técnicas rutinarias para detectar proteínas en los geles 2-DE. El azul 
de Coomassie es un colorante textil de triarilmetano que se une a los grupos amino de las 
proteínas en solución ácida. Los beneficios de esta tinción son su fácil uso, un bajo coste 
y la alta compatibilidad que presenta con los análisis de espectrometría de masas (MS). 
La tinción de Coomassie se ha optimizado en gran medida, tanto para reducir el ruido de 
fondo producido por su unión a señales inespecíficas, como para mejorar su sensibilidad y 
rango lineal de detección (Candiano et al., 2004; Rabilloud et al., 1994; Diezel et al., 
1972; Neuhoff et al., 2005). Sin embargo, tanto su sensibilidad como su rango lineal 
siguen siendo sus principales limitaciones, además de la dificultad para controlar la 
reproducibilidad de la tinción entre distintos geles (Patton, 2002).  
La tinción de plata normalmente se lleva a cabo mediante uso de nitrato de plata y 
formaldehído, revelando en una solución de carbonato alcalino, aunque existen muchos 
protocolos alternativos (Rabilloud, 1990). Este es un método relativamente sensible que 
permite la detección rutinaria de cantidades de proteínas del orden de 1 ng, aunque se 
pueden llegar a detectar hasta niveles de 0,1 ng (Heukeshoven y Dernick, 1988). La 
mayor desventaja de la tinción de plata es su estrecho rango lineal, por lo que no es una 
técnica muy fiable a la hora de generar resultados cuantitativos (Patton, 2002), por lo que 
su uso generalmente se limita a estudios cualitativos o de mapeo. Además, la reacción de 
tinción tiene que ser detenida a un tiempo arbitrario de exposición con el fin de prevenir 
la sobresaturación de la señal, lo que lleva a problemas en la reproducibilidad de los geles 
teñidos (James et al., 1993). Por otro lado, al aumentar el tiempo de exposición a la 
tinción ésta puede llegar a ser inespecífica, generando falsas tinciones que no 
Tinción
Límite de 
detección (ng)
Rango 
lineal (µg)
Compatibilidad 
con MS
Referencias
Coomassie  (R-250)  30-100 50-500 Alta
Coomassie  coloidal 
(G-250)
 1-16 10-500 Alta
Plata 0,1  1-10 Baja
Rabilloud et al., 1994; Chevallet et al., 2008; 
Heukeshoven y Dernick 1988
SyproRuby  0,25-1 1-1000 Alta Berggren et al., 1999
Deep purple 0,1 1-1000 Alta Mackimtosh et al., 2003
DIGE 0,025 1-1000 Alta
Tonge et al., 2001; Unlu et al., 1997; 
Marouga et al., 2005
Neuhoff et al., 1988; Candiano et al., 2004; 
Berggren et al., 2000; Mackintosh et al., 
2003; Paton 2002
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corresponden a proteínas. Otra desventaja de esta tinción es que puede interferir en el 
proceso de digestión con tripsina, debido al bloqueo de los sitios de cortes de la enzima, 
al establecer puentes de metileno en las cadenas laterales de las lisinas. Este problema se 
agrava cuando los geles se almacenan largo tiempo después de ser teñidos (Richert et al., 
2004). Está demostrado que la tinción de plata también interfiere con el análisis por 
espectrometría de masas, por lo que generalmente se considera importante garantizar la 
eliminación de la plata en las bandas o “spots” a analizar (Gharahdaghi et al., 1999). 
El desarrollo de marcadores fluorescentes ha mejorado de manera crucial el uso de 
geles 2-DE para la cuantificación de proteínas (Patton, 2002; Patton y Beechem, 2002). 
Su uso ha permitido aumentar tanto el rango dinámico de la cuantificación, como la 
reproducibilidad de las tinciones. Varios autores han comparado en detalle distintos 
métodos disponibles de tinción de proteínas (Miller et al., 2006; Patton, 2002). Dadas las 
ventajas y desventajas de cada uno de ellos, para elegir la tinción más adecuada los 
autores sugieren tener en cuenta tanto la composición de las proteínas de interés 
(presencia o ausencia de algunos aminoácidos) como la disponibilidad de la muestra 
(cantidades y concentraciones), los pasos que se desean realizar posteriormente a la 
tinción de los geles (MS, secuenciación, etc.) y los equipos de los que se dispone (Miller 
et al., 2006).  
La electroforesis diferencial DIGE (“Difference gel electrophoresis”) está basada en 
el uso de fluorocromos derivados de la cianina CyDye, y es una técnica muy utilizada en 
la actualidad (Tonge et al., 2001; Unlu et al., 1997). Las proteínas se marcan antes de la 
2-DE y se pueden analizar hasta tres muestras distintas a la vez, mediante el marcaje de 
cada una de ellas con un fluoróforo distinto. Comúnmente, una de las tres muestras es un 
estándar interno constituido por cantidades equimolares de las otras dos muestras que 
participan en el experimento permitiendo de este modo comparar las intensidades de 
marcaje. Esta técnica permite la detección de diferencias cuantitativas en la abundancia 
proteica de distintas muestras en un solo gel, lo que, a la vez que mejora la 
reproducibilidad de los resultados, reduce el consumo de tiempo y reactivos. La principal 
desventaja de este método es la necesidad de llevar a cabo un marcaje mínimo de las 
proteínas (entre el 1 y el 3% de las mismas) con el fin de mantenerlas solubles durante su 
separación electroforética. Esta imposición provoca una ligera desviación en la masa 
molecular de las proteínas marcadas respecto a las no marcadas, dando lugar a diferencias 
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en la migración electroforética de ambas (Tonge et al., 2001). Otros inconvenientes son el 
alto coste de los marcadores, del equipo necesario para la detección y del paquete 
informático asociado con el que se realiza el análisis de imagen, así como la limitación de 
uso, puesto que sólo se pueden analizar dos o tres condiciones diferentes en el proteoma 
estudiado. 
1.1.2 Técnicas cromatográficas 
El uso de técnicas cromatográficas es una herramienta muy potente y versátil para la 
separación, análisis y purificación de mezclas complejas, tanto a nivel de laboratorio 
como industrial. La técnica cromatográfica más utilizada en proteómica es la 
cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC, “High Performance Liquid 
Cromatography”). 
1.1.2.1 Separación 
Las técnicas cromatográficas se pueden utilizar para fraccionar tanto mezclas de 
proteínas como de péptidos. Frecuentemente estas separaciones incluyen 
fraccionamientos sucesivos, empleando como fases estacionarias combinaciones de 
columnas de cromatografía de fase reversa (RP, “Reverse Phase”), exclusión molecular 
(SEC, “Size Exclusion Chromatography”), intercambio catiónico (SCX, “Strong Cation 
Exchange”) o intercambio aniónico (SAX, “Strong Anion Exchange”), afinidad o 
hidroxiapatito (Righetti et al., 2005). En las primeras aplicaciones de la cromatografía 
multidimensional para estudios proteómicos se usó tanto la cromatografía SEC como la 
de intercambio catiónico, combinadas en línea con RP-HPLC (Link et al., 1999; Opiteck 
et al., 1997). Así, los péptidos se cargaban en una columna de SEC y la separación se 
hacía en una columna RP, utilizando un ordenador para controlar la interfase entre las dos 
separaciones cromatográficas. Este sistema tenía una capacidad máxima estimada de unos 
500 péptidos. Sin embargo, la baja resolución durante el paso de SEC limitó su utilidad al 
análisis de las mezclas de péptidos obtenidos de proteínas puras (Opiteck et al., 1997). 
A partir de estos experimentos iniciales han sido muchas las combinaciones 
introducidas en la separación cromatográfica, y ya se ha generalizado el uso de 
instrumentos de HPLC conectados en línea con equipos de espectrometría de masas en 
tándem (también denominados MS/MS). Comúnmente, en estos métodos las proteínas se 
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digieren antes de ser separadas, para luego ser analizadas de manera automatizada 
mediante espectrometría de masas MS/MS. 
Las matrices empleadas también han sido continuamente mejoradas. El desarrollo de 
la RP-HPLC es un buen ejemplo para ilustrar la progresión y potencial de los análisis 
proteómicos, ya que actualmente es la cromatografía más utilizada para separar proteínas y 
péptidos (Neverova y Van Eyk, 2005). La eficacia en la separación está determinada por el 
tamaño de la partícula, el tamaño del poro, el área de la superficie, la fase estacionaria, así 
como la química de la superficie del sustrato. Los materiales más utilizados para el 
empaquetamiento de las columnas de RP-HPLC están basados en la sílice esférica. 
Normalmente, las partículas que se utilizan para la separación analítica de proteínas, 
péptidos u otras moléculas pequeñas tienen un tamaño de 3-5 µm. Para asegurar la 
retención del substrato por las partículas de sílice, la superficie se modifica con cadenas 
alquílicas que varían en longitud desde C4 hasta C18. Para la separación de proteínas se 
usan columnas C4 y C8 preferencialmente, mientras que las C18 se utilizan sobre todo para 
la separación de péptidos.  
Otras posibles utilidades de la cromatografía líquida van encaminadas a eliminar 
determinadas proteínas que son muy abundantes en la muestra para enriquecerla en 
aquellas proteínas menos representadas. También se han utilizado separaciones 
cromatográficas clásicas, como por ejemplo de SEC (Pieper et al., 2003), SAX (Wiesner, 
2004; Zhang et al., 2004) o SCX (Tirumalai et al., 2003), de afinidad (Geng et al., 2001), o 
de interacción hidrofóbica (Marangon et al., 2009), para obtener subproteomas más 
simples y, por tanto, más fáciles de analizar.  
Ventajas 
La creciente popularidad del fraccionamiento basado en la cromatografía es 
consecuencia de su capacidad para superar algunas de las limitaciones de los métodos 
basados en la 2-DE, siendo capaz de detectar proteínas de membrana o con baja 
abundancia (Peng y Gygi, 2001; Blonder et al., 2004; Han et al., 2001; Stockwin et al., 
2006; Washburn et al., 2001; Wu et al., 2003). En la electroforesis 2-DE, las proteínas se 
separan para ser digeridas posteriormente, mientras que en la cromatografía 
multidimensional más comúnmente utilizada, las proteínas son primero digeridas y 
después se fraccionan los péptidos resultantes. En caso de proteínas hidrofóbicas o de 
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membrana, los digeridos contienen péptidos que sí son solubles, por lo que esta técnica 
resolvería uno de los problemas más importantes a los que se enfrenta la proteómica. 
Además, con la utilización de equipos de gran capacidad y cada vez más potentes, rápidos 
y sensibles se logra detectar péptidos pertenecientes a proteínas muy poco abundantes en 
los extractos de partida. La cromatografía multidimensional también permite el análisis 
automatizado y simultáneo de un mayor número de muestras en comparación con las 
técnicas de 2-DE. La resolución de la cromatografía multidimensional puede ser similar a 
la de la electroforesis 2-DE, permitiendo la identificación de miles de proteínas en una 
muestra dada.  
Desventajas 
Una de las desventajas más notables del análisis cromatográfico es la dificultad para 
la detección de isoformas y modificaciones post-traduccionales, que resulta más 
complicada que con las técnicas 2-DE. 
El problema inicial de esta técnica era la baja reproducibilidad de las intensidades 
detectadas, inherente al detector, lo que la hacía de difícil aplicación a estudios de 
proteómica diferencial (Opiteck et al., 1997). Por otro lado, el uso del fraccionamiento 
cromatográfico en los estudios de proteómica cuantitativa se ha visto incrementado por la 
reciente aparición de marcajes mediante isótopos estables, así como por la mejora 
progresiva en la reproducibilidad de los sistemas de detección.  
1.1.2.2 Tipos de cuantificación 
En la proteómica basada en cromatografía acoplada a espectrometría de masas, la 
cuantificación se lleva a cabo normalmente marcando las proteínas o péptidos mediante 
isótopos estables, de manera que una de las muestras se marca con un isótopo ligero 
(natural), y la otra se marca con el isótopo pesado correspondiente. Los isótopos estables 
pueden ser incorporados metabólicamente, de forma química o enzimática, a las proteínas 
o péptidos presentes en la muestra (Corthals y Rose, 2007; Goshe y Smith, 2003; Ong y 
Mann, 2005). Los péptidos así marcados producen, en el análisis de MS, parejas de picos 
con una diferencia de m/z característica, dependiendo de los isótopos usados. La 
abundancia relativa de los péptidos puede medirse por comparación de las áreas de pico 
en los espectros de MS. Estas técnicas permiten el análisis simultáneo de un número 
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limitado de muestras debido por un lado al precio de los materiales necesarios para el 
marcaje y por otro al número de isótopos estables disponibles. 
1.1.2.2.1 Técnicas de marcaje isotópico (ICAT, SILAC) 
ICAT “isotope-coded affinity tag” 
El desarrollo del marcaje isotópico (ICAT, “isotope-coded affinity tag”), produjo un 
salto cualitativo en los análisis de proteómica cuantitativa basada en la espectrometría de 
masas, al permitir la identificación y cuantificación a gran escala de mezclas complejas de 
proteínas (Gygi et al., 1999). Los reactivos de ICAT están constituidos por tres partes 
funcionales, un grupo reactivo, un grupo de unión y un marcador de biotina. El grupo 
reactivo es la iodoacetamida, que se une covalentemente con los grupos sulfhidrilos de las 
cisteínas. El marcador de biotina permite la purificación de los péptidos marcados 
mediante una cromatografía de afinidad utilizando avidina. La cadena de unión entre la 
iodoacetamida y la biotina del reactivo pesado está constituida por ocho átomos de 
deuterio, mientras que en el caso del reactivo ligero está constituida por ocho átomos de 
hidrógeno. También existe una versión de los reactivos ICAT en la que se usan isótopos 
de carbono (12C/13C) en vez de los de hidrógeno (Yi et al., 2005). 
Con el protocolo de marcaje ICAT, las proteínas de cada una de las dos muestras se 
marcan ya sea con el reactivo ligero o con el pesado, para luego mezclarlas y digerirlas 
con tripsina. Los péptidos resultantes son primero fraccionados por cromatografía de 
intercambio catiónico, y las fracciones resultantes se purifican a continuación mediante 
cromatografía de afinidad por avidina. Los péptidos marcados y purificados por afinidad 
se separan por cromatografía en fase reversa, usando una cromatografía líquida en escala 
nano, antes de someterlos al análisis por espectrometría de MS/MS. En el análisis de MS, 
los péptidos se cuantifican por comparación de las áreas de los picos de cada péptido en 
su versión ligera o pesada, y a continuación se identifican por MS/MS. 
SILAC “Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell Culture”  
El método conocido como SILAC (“Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell 
culture”) (Ong et al., 2002) es un enfoque simple, robusto y potente para proteómica 
cuantitativa acoplada a espectrometría de masas (MS). Consiste en incorporar 
aminoácidos marcados con isótopos pesados estables no radiactivos a un cultivo celular, 
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para que estos aminoácidos se vayan incorporando en los procesos metabólicos normales 
a las proteínas recién sintetizadas. El medio de crecimiento se prepara sustituyendo los 
aminoácidos naturales por aminoácidos marcados. Las células cultivadas en este medio 
no muestran un crecimiento diferente de las crecidas en medios normales, tal como 
indican tanto la morfología celular, como el tiempo de duplicación y la capacidad de 
diferenciarse (Ong et al., 2002). Cuando se mezclan extractos de proteínas provenientes 
de las poblaciones de células normales y pesadas, las proteínas se pueden diferenciar por 
masa molecular y cuantificar por la intensidad de la señal relativa usando técnicas de 
espectrometría de masas. Una variante de este enfoque es la triple codificación SILAC, 
con la que se pueden estudiar tres poblaciones de proteínas simultáneamente. Los 
métodos SILAC permiten la cuantificación relativa precisa sin ninguna derivatización 
química o manipulación. Es un procedimiento simple, barato y preciso, que se puede 
utilizar como herramienta para estudios de proteómica cuantitativa en cualquier sistema 
de cultivo celular. 
1.1.2.2.2 Técnicas basadas en marcadores isobáricos (iTRAQ, TMT) 
Los péptidos pueden también marcarse utilizando marcadores isobáricos. En este 
caso, los péptidos presentarán la misma masa tras su marcaje, pero en el análisis de 
MS/MS los marcadores producen fragmentos iónicos diferentes que pueden ser usados 
para la cuantificación. Las técnicas de marcaje isobárico, basadas en los espectros de 
MS/MS, ofrecen un número mayor de posibles canales de cuantificación que las técnicas 
isotópicas. 
iTRAQ “Isotope Tagged Relative and Absolute Quantification” 
Siguiendo al éxito del marcaje de ICAT, se ha desarrollado una nueva generación de 
marcadores llamada iTRAQ (“Isotope Tagged Relative and Absolute Quantification”) 
(Ross et al., 2004). Inicialmente se disponía de cuatro marcadores distintos, aunque en la 
actualidad se dispone de al menos ocho (Pierce et al., 2008; Ross et al., 2004). Estos 
marcadores se componen de tres regiones diferenciadas: un grupo reactivo, un grupo 
compensador y un grupo reportero. 
El grupo reactivo es derivado de la N-hidroxisuccimida y reacciona con el grupo ε-
amino de los residuos de lisina y el extremo N-terminal de todos los péptidos. El grupo 
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compensador se utiliza para igualar la masa total. De esta manera, y dado que la suma de 
los pesos moleculares de las tres partes de cada reactivo es constante, cada péptido 
(marcado) se detecta como un pico único en el espectro MS. Sin embargo, durante la 
fragmentación en MS/MS de los péptidos marcados se liberan los grupos reporteros, 
pudiendo ser detectados en el espectro de MS/MS como picos con relaciones m/z de 
113,1; 114,1; 115,1; 116,1; 117,1; 118,1; 119,1 y 121,1. La concentración relativa de los 
péptidos se obtiene por comparación de las intensidades de las señales MS/MS de los 
citados grupos reporteros. 
En el protocolo estandarizado para el marcaje de iTRAQ, las proteínas de una 
muestra dada se digieren con tripsina, y los péptidos resultantes se marcan con un 
reactivo iTRAQ diferente para cada muestra. Todas las muestras marcadas se combinan, 
se fraccionan por cromatografía de intercambio catiónico y las fracciones resultantes se 
analizan por LC-MS/MS. El espectro de MS/MS se usa tanto para la identificación como 
para la cuantificación. Los reactivos de iTRAQ se incorporan a todos los péptidos 
presentes en la muestra, lo que incrementa la confianza de las identificaciones proteicas 
realizadas, al alcanzarse un mayor porcentaje de cobertura de las secuencias 
polipeptídicas de las proteínas identificadas. Sin embargo, el iTRAQ no reduce la 
complejidad de la muestra, como ocurre en el ICAT (en el que sólo se marcan los 
péptidos que contengan cisteína), por lo que el fraccionamiento de la misma adquiere una 
gran importancia. 
TMT “Tandem mass tags” 
La técnica conocida como “tandem mass tags” (TMTs) (Thompson et al., 2003) es 
una estrategia de cuantificación de péptidos donde éstos son marcados con diferentes 
TMT que son químicamente idénticos para favorecer que migren juntos en todas las 
separaciones cromatográficas.  
Los TMT están compuestos por cuatro grupos: grupo reactivo, grupo de 
normalización de masas, región de escisión o corte y el grupo reportero, como se muestra 
en la Figura 2. El grupo reportero está compuesto por un aminoácido unido a una 
guanidina funcional (Schwartz et al., 1992; Roth et al., 1998). Algunos TMT incorporan 
una prolina como grupo de escisión para facilitar la fragmentación (Thompson et al., 
2003; Roth et al., 1998). 
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Figura 2. Estructura de los tandem mass tags. 
La estructura química de los TMT es común, aunque contienen isótopos sustituidos 
en varias posiciones (en el grupo reportero y el de normalización de masas). La 
combinación de las cuatro regiones genera un TMT con el mismo peso molecular y 
estructura, de tal forma que su separación electroforética y cromatográfica no varían y 
presentan el mismo espectro de MS. En la fragmentación por MS/MS el fragmento TMT 
se libera para dar lugar a un ion con una relación masa/carga específica (Schlosser y 
Lehmann, 2000). Además, cada marcador puede diseñarse con especificidad de unión a 
distintos grupos funcionales. Una de estas posibles  funcionalidades reactivas puede ser 
un éster de N-hidroxisuccinimida, que permite el marcaje específico de los grupos amino. 
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Por otro lado, el diseño de marcadores se puede modificar fácilmente para dar cabida a un 
ligando de afinidad tal como biotina. Actualmente hay disponibles varios tipos de TMT 
(Thompson et al., 2003; Dayon et al., 2008; Werner et al., 2014).  
1.1.3 “Label-free shotgun proteomics” 
El rápido desarrollo de la espectrometría de masas para su aplicación a la proteómica 
ha propiciado la implementación, cada vez más común, de la técnica conocida como 
“Label-free shotgun proteomics”. Este término fue utilizado por primera vez por Wolters 
en 2001 (Wolters et al., 2001) para describir una metodología basada en la digestión 
proteolítica de un proteoma (utilizando proteasas tales como tripsina), la separación 
cromatográfica de los péptidos generados y su posterior análisis en un espectrómetro de 
masas en tándem de forma automatizada. El espectro de masas resultante se procesa 
utilizando un potente sistema informático para identificar y cuantificar las proteínas 
presentes. Ésta metodología es análoga a la secuenciación del ADN, donde éste se rompe 
en pequeños fragmentos, que son posteriormente secuenciados y al recombinarlos “in 
silico” se determina la secuencia del ADN de un organismo. En la secuenciación del 
genoma no es necesario realizar una cuantificación, mientras que los análisis proteómicos 
a gran escala son también una herramienta para encontrar diferencias en abundancia de 
las proteínas. 
1.1.3.1 Separación 
Los primeros pasos en esta técnica se produjeron con la combinación de la 
cromatografía de intercambio catiónico y RP-HPLC, conociéndose como MudPIT (Link 
et al., 1999; Washburn et al., 2001; Wolters et al., 2001). Este sistema consiste en un 
microcapilar empaquetado con fase reversa (RP) y un intercambiador catiónico fuerte 
(SCX), en línea con un sistema de espectrometría de masas en tándem (Fournier et al., 
2007), con lo que se pueden analizar mezclas complejas de péptidos. La principal ventaja 
sobre la 2-DE es que permite identificar tanto proteínas de membrana como proteínas de 
baja abundancia en el extracto de partida (Washburn et al., 2001). Las técnicas de 
MudPIT se han utilizado para el análisis a gran escala de proteomas de levadura 
(Washburn et al., 2001), Plasmodium falciparum (Florens et al., 2002), y arroz (Koller et 
al., 2002), entre otros (Fournier et al., 2007).  
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Otras combinaciones de separación de péptidos utilizadas en la técnicas de “shotgun 
proteomics” incluyen la cromatografía de afinidad, intercambio aniónico, focalización 
isoeléctrica, electroforesis capilar y fase reversa. Una de las combinaciones de separación 
más comúnmente utilizada actualmente es el GeLC-RP-MS/MS (Rezaul et al., 2005; 
Taylor et al., 2003; Schirle et al., 2003) donde las proteínas son separadas inicialmente 
por tamaño utilizando un gel monodimensional SDS-PAGE clásico. El carril 
electroforético se corta en bandas de intervalos fijos que son digeridas y analizadas por 
RP-MS/MS. Esto es un poco diferente de la mayoría de las técnicas de “Shotgun 
proteomics” iniciales en las que los péptidos se separaban cromatográficamente en dos 
dimensiones. No obstante, a la GeLC-RP-MS/MS también se le incluye actualmente 
dentro de los análisis de tipo “Shotgun proteomics”. En algunos casos, se ha visto que la 
separación de proteínas inicialmente por SDS-PAGE y la posterior separación de los 
péptidos por RP acoplados a espectrometría de masas en tándem consigue aumentar el 
número de proteínas identificadas si se compara con la combinación de SCX o IEF con 
RP-MS/MS (Manadas et al., 2009; Piersma et al., 2010).  
1.1.3.2 Cuantificación  
Para realizar un análisis de proteómica diferencial usando “Shotgun proteomics” es 
necesario obtener una cuantificación directa o relativa de las proteínas y péptidos 
identificados. Esto requiere la presunción de una proporcionalidad lineal entre 
intensidades de señal del pico de cada péptido en el espectro de masas y la concentración 
de dicho péptido. En esta metodología, las réplicas, tanto biológicas como técnicas, se 
analizan por separado. La cuantificación relativa se basa en la comparación de las áreas 
de los picos correspondientes a los péptidos entre las diferentes réplicas y tratamientos. 
Por lo tanto, estos enfoques eliminan la preparación adicional de la muestra, requerida 
para el caso del iTRAQ, y se puede aplicar a cualquier número de muestras 
independientemente de su origen.  
El uso de las distintas combinaciones de técnicas en los trabajos de “shotgun 
proteomics” que se han descrito en el apartado anterior y el empleo de varias réplicas en 
este tipo de análisis amplía en gran medida el perfil proteico obtenido en una muestra 
biológica (Durr et al., 2004; Li et al., 2009; Oh et al., 2004; Slebos et al., 2008; Kislinger 
et al., 2005). Sin embargo, los sesgos inherentes y las variaciones provenientes de las 
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muestras o generadas en las réplicas (tanto técnicas como biológicas) en los datos 
obtenidos crean retos computacionales y estadísticos para el uso de estas técnicas de 
“shotgun proteomics” en análisis comparativos y cuantitativos (Griffin et al., 2010; Wong 
et al., 2008). Este hecho ha generado el desarrollo de diversos algoritmos para obtener la 
mayor fiabilidad posible (Griffin et al., 2010). 
Una de las posibles aproximaciones para la cuantificación es la comparación directa 
de áreas de los picos peptídicos en los espectros LC/MS (Bondarenko et al., 2002; 
Chelius y Bondarenko, 2002; Wang et al., 2003). Además de ser sencillo y rentable, este 
enfoque ha demostrado alta reproducibilidad y linealidad para las comparaciones, tanto a 
nivel de abundancia de péptidos como de proteínas.  
El recuento espectral es otro método de cuantificación utilizado, que compara el 
número de espectros MS en tándem (MS/MS) asignados a cada proteína (Liu et al., 
2004). Este método tiene la ventaja de medir la abundancia relativa de las diferentes 
proteínas en el mismo sistema biológico. La fiabilidad de este método se comprobó en un 
estudio en levadura, donde se encontró una gran correlación entre los recuentos 
espectrales y otras estimaciones de la concentración de proteína (Ghaemmaghami et al., 
2003). La aplicación de los métodos antes mencionados a sistemas biológicos complejos 
requiere de un funcionamiento estable del instrumento, un potente poder computacional, 
y un algoritmo capaz de manejar datos cromatográficos y espectrométricos tales como el 
alineamiento de los picos y la medida de la intensidad de los iones peptídicos.  
El alineamiento de los picos se realiza teniendo en cuenta, principalmente, el tiempo 
de retención cromatográfico y la relación m/z y carga del precursor. De ahí la importancia 
de obtener estos parámetros con alta resolución y exactitud, asegurando así que las 
señales sean únicas (Norbeck, et al., 2005). Esto se logra con equipos cada vez más 
potentes y de mayor capacidad. Por ejemplo, con instrumentos tales como el Orbitrap y 
los Q-TOF de nueva generación, la resolución y exactitud de masa pueden alcanzar hasta 
100.000 (FWHM) y <1 ppm, respectivamente. Del mismo modo, los tiempos de retención 
en la cromatografía tienen cada vez más reproducibilidad con nuevas tecnologías como 
Agilent HPLC-Chip (Vollmer y van de Goor, 2009). Otra clave y requisito importante es 
un buen software bioinformático que permita procesar decenas o cientos de espectros LC-
MS y decenas de miles de péptidos en los correspondientes espectros MS/MS. En los 
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últimos años se han desarrollado diferentes plataformas bioinformáticas para llevar a cabo 
estos procesos como por ejemplo: Platform for Experimental Proteomic Pattern 
Recognition (PEPPeR) (Jaffe et al., 2006), SpecArray (Li et al., 2005), msInspect/AMT 
(May et al, 2007); SuperHirn (Mueller et al., 2007), OpenMS/TOPP (Sturm et al., 2008), 
y otros. 
Tabla 2. Herramientas bioinformáticas disponibles para procesar los datos procedentes de un análisis de 
“shotgun proteomics”. 
 
En la Tabla 2 se da una visión general de las herramientas existentes, así como 
información sobre sus licencias, compatibilidad con sistemas operativos (L, Linux; W, 
Windows; M, Mac OSX) y formatos de entrada. Algunos paquetes comerciales como 
SIEVE están restringidos al formato nativo del proveedor y no pueden leer otros formatos 
comunes como mzML, mzData, mzXML, aunque éstos pueden ser fácilmente 
interconvertidos con el fin de trabajar con uno u otro tipo, [por ejemplo mediante 
Nombre Referencia Plataforma Formatos de entrada
Interface 
gráfica
Resolución Cuantificación
Análisis 
estadístico
MaxQuant Cox et al., 2007 W Termo .RAW + H MS1 +
OpenMS/TOPP
Kohlbacher et al., 2007; 
Sturm at al., 2008
W, L, M mz (ML, XML, Data) + L, H MS1 -
pView Khan et al., 2009 W, L, M mzXLM, pepXML + H MS1 +
mzMine 2 Pluskal et al., 2011 W, L, M
mz (ML, XML, Data) 
ThermoRaw, NetCDF
+ L, H MS1 +
SuperHim Mueller et al., 2007 L, M mzXML, pepXML - H MS1 -
msInspect Bellew et al., 2006 W, L, M mzXLM, mzML + L, H MS1 -
Viper Monroe et al., 2007 W
PEK, CSV, mz (XML, 
Data)
+ H MS1 -
RIBAR/xRIBAR Colaert et al., 2011 W, L, M ms_lims, .dat (mascot) + - SC -
Census Park et al., 2008 W, L, M
mzXML, MS1, MS2, 
pepXML, DTASelect
+ L, H SC, MS1 -
Corra Brusniak et al., 2008 L, M mzXML, pepXML + L, H MS1 +
Mascot Destiller Matrix Science W
mz (ML, XML) y 
formatos comunes
+ L, H SC, MS1 -
SIEVE Thermo Scientific W Thermo .RAW + L, H MS1 +
Progenesis LC-
MS
Nonlienar Dynamics 
(Waters)
W
mz (ML, XML) y 
formatos comunes
+ L, H MS1 ?
Scaffold Via ScaffoldBatch W, L, M
Major research 
engines
+ SC +
Spectrolyzer MedicWave AB W
mz (ML, XML, Data) y 
formatos comunes
+ L, H MS1 +
A
c
a
d
é
m
ic
o
 g
r
a
tu
it
o
C
o
m
e
r
c
ia
l
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OpenMS/TOPP (Sturm et al., 2008; Kohlbacher et al., 2007) y ProteoWizard (Kessner et 
al., 2008)]. Mascot Distiller (Matrix Ciencia), Spectrolyzer (MedicWave AB), Progenesis 
(Nonlinear Dynamics-Waters) y Scaffolds (Proteoma Software, Inc.) soportan una amplia 
gama de formatos de proveedores, además de abrir formatos como mzML. La mayoría de 
los softwares funcionan con archivos nativos (“raw”), provenientes de los análisis de 
MS/MS. Todos estos paquetes pueden procesar datos de alta resolución, pero sólo 
algunos pueden trabajar con datos de baja resolución. MaxQuant (Cox et al., 2007) y 
SuperHirn, por ejemplo, están especializados en alta resolución, mientras que 
OpenMS/TOPP y Census (Park et al., 2008) pueden hacer frente a ambos (Nahnsen et al., 
2013).  
1.1.4 Identificación de proteínas 
La identificación de proteínas a partir de un espectro de masas se puede realizar de 
dos formas distintas dependiendo del tipo de espectro del que se dispone: 
 A partir de la huella peptídica de cada proteína: PMF (“Peptide Mass 
Fingerprinting”) obtenido de un espectro de MS. 
 A partir de un espectro de masas en tándem MS/MS, obteniendo identificaciones 
por PFF (“Peptide Fragment Fingerprinting”) y secuenciación de novo.  
En el caso de PMF se parte de un espectro de MS donde solo se obtiene información 
acerca del valor m/z de cada péptido del espectro de masas experimental, y estos se 
comparan con los valores teóricos en bases de datos tales como NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) o UniProt (http://www.uniprot.org/). Esta comparación se 
realiza con la ayuda de múltiples algoritmos, incluyendo Mascot (Perkins et al., 1999), 
MS-Fit (Clauser et al., 1999), Profound (Zhang et al., 2002), PeptideSearch (Mann y 
Wilm, 1997), PeptIdent (Wilkins y Williams, 1997), Aldente (Tuloup et al., 2003) y 
PepFrag (Fenyo et al., 1998). Todos estos programas asignan una puntuación, valor 
probabilístico o “score” estadístico que indica el grado de correlación entre los valores 
experimentales y los teóricos. Para esto se tienen en cuenta varios parámetros, entre los 
que se incluyen la precisión e intensidad de las señales, los péptidos que no aparecen en el 
espectro experimental, la presencia de aminoácidos modificados, los fragmentos no 
digeridos, los errores presentes en las secuencias peptídicas descritas en las bases de 
datos, la calibración del instrumento y la presencia de señales no específicas de la 
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proteína identificada, entre otros (Palagi et al., 2006). En algunos algoritmos, la 
asignación del “score” está basada únicamente en el número de péptidos de ambos 
espectros que coinciden, mientras que otros usan algoritmos más sofisticados como 
MOWSE o variantes del mismo, sobre el que se sustenta el motor de búsqueda Mascot, 
que está basado en la distribución de las masas peptídicas presentes en las bases de datos 
(Pappin et al., 1993). Debido a las diferencias que presentan los algoritmos de búsqueda, 
los resultados obtenidos pueden diferir en cierto grado. Así, al comparar Profound, 
Mascot y MS-Fit, se observó como el último era capaz de identificar menos proteínas que 
los otros dos algoritmos (Chamrad et al., 2004). Ante la evidencia de este fenómeno, se 
hace aconsejable validar los resultados obtenidos mediante distintos algoritmos y/o usar 
métodos estadísticos que estimen la validez o significado de las identificaciones 
realizadas. 
La identificación de proteínas a partir de los datos de espectrometría de masas en 
tándem (MS/MS) es la más utilizada en proteómica. Las herramientas de software que se 
han desarrollado para la identificación de péptidos se pueden dividir en dos categorías: la 
secuenciación de novo (PEAKS [Ma et al., 2003], PepNovo [Frank y Pevzner, 2005], 
NovoHMM [Fischer et al., 2005]) y la búsqueda en bases de datos por comparación (PFF, 
“Peptide Fragment Fingerprinting”). Esta última es utilizada para la identificación de las 
proteínas presentes en mezclas complejas y cuando hay disponibilidad de acceso a la 
información genómica del organismo estudiado. En los análisis de MS/MS 
automatizados, el espectrómetro de masas selecciona los picos del primer espectro MS 
obtenido (iones precursores o parentales) para su fragmentación y el posterior análisis de 
los espectros de fragmentación resultantes (espectros de MS/MS). La intensidad inicial 
del péptido en el espectro de MS es por tanto un parámetro crítico para obtener buenas 
fragmentaciones y aumentar la probabilidad de obtener mejores identificaciones. Estos 
análisis generan cientos de espectros por hora, lo que requiere del uso de potentes 
programas bioinformáticos para el procesado de estos datos. Algunos de estos son Mascot 
(Perkins et al., 1999), Sequest (Eng et al., 1994), ProbID (Zhang et al., 2002), Phenyx 
(Colinge et al., 2003), X-Tandem (Craig y Beavis, 2004), GutenTag (Tabb et al., 2003), 
Sonar MS/MS (Field et al., 2002); MS-GFDB (Kim et al., 2010), ProLuCID (Xu et al., 
2006) y Paragon (Shilov et al., 2007). En todos estos casos se sigue la metodología 
descrita antes para PMF y se añaden algunos criterios específicos de ésta, tales como 
mutaciones no anotadas y variantes post-traduccionales de las proteínas, precisión en la 
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masa del péptido precursor, así como en la de los fragmentos y sus intensidades, y de 
nuevo, los errores presentes en las bases de datos (Hernández et al., 2006; Palagi et al., 
2006). 
Las capacidades de algunos de estos paquetes informáticos, así como de los 
algoritmos implementados se han comparado en algunos estudios, observándose como los 
distintos programas producen identificaciones proteicas solapadas, especialmente para las 
proteínas de alta abundancia, pero también identificaciones únicas de proteínas para cada 
uno de los paquetes informáticos de manera independiente, lo que pone de manifiesto la 
complementariedad en sus métodos de análisis (Chamrad et al., 2004; Moulder et al., 
2005; Kapp et al., 2005; Salvato et al., 2014).  
2 Proteómica vegetal 
El campo de la proteómica en plantas va un paso por detrás del desarrollado en 
cultivos celulares y microorganismos, y aún está muy alejado del desarrollo en humanos. 
Esto se debe principalmente al retraso en la secuenciación de los genomas vegetales, lo 
que compromete la calidad de las identificaciones obtenidas por espectrometría de masas 
(van Wijk, 2001). Sin embargo, en los últimos años se ha incrementado el uso de las 
nuevas técnicas proteómicas en sistemas vegetales (Jorrín-Novo et al., 2009). La gran 
cantidad de datos generados ha posibilitado el desarrollo de bases de datos disponibles 
para la comunidad científica, como la PPDB (Plant Proteome DataBase) 
http://ppdb.tc.cornell.edu (Sun et al., 2009); la Soybean Proteome Database, 
http://proteome.dc.affrc.go.jp/Soybean/ y la PODB (The Plant Organelles Database), 
http://podb.nibb.ac.jp/Organellome (Mano et al., 2008), entre otras. Uno de los mayores 
logros ha sido el establecimiento de una base de datos de MS/MS con entradas de 
Arabidopsis, Chlamydomonas reinhardtii, Medicago truncatula, Solanum tuberosum 
(patata), Solanum lycopersicum (tomate) y otras especies vegetales (ProMEX; 
http://promex.mpimp-golm.mpg.de/home.shtml) (Hummel et al., 2007). Esta base de 
datos permite identificaciones más fiables. El grado de desarrollo de la proteómica 
vegetal en los últimos años se ve reflejado en el aumento del número de revisiones 
específicas publicadas que abordan este tema (van Wijk, 2001; Jorrín-Novo et al., 2009; 
Weckwerth et al., 2008; Komatsu, 2008; Thelen y Peck, 2007; López-Millán et al., 2013).  
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En general, los estudios proteómicos en sistemas vegetales abarcan un amplio 
espectro, aunque las dos aproximaciones más empleadas son: i) los estudios basados en 
proteómica diferencial y ii) el mapeo de proteomas de alta complejidad. Entre otras 
aplicaciones, la proteómica diferencial se ha utilizado en el campo de la nutrición vegetal 
para el estudio de los cambios inducidos en los perfiles proteicos de raíces de plantas 
debido a estreses por Fe (López-Millán et al., 2013) y Cd (Rodríguez-Celma et al., 2010), 
así como en otros proteomas tales como el de apoplasto de remolacha (Ceballos-Laita et 
al., 2015). El mapeo de proteomas de alta complejidad se ha utilizado, por ejemplo, en la 
descripción de proteomas de distintos compartimentos (tonoplasto, mitocondria, 
cloroplasto, etc.) (Salvato et al., 2014; Ferro et al., 2003, 2010) y fluidos vegetales tales 
como floema y fluido apoplástico (Lattanzio et al., 2013; Ceballos-Laita et al., 2015).  
2.1 Proteómica de membranas de plantas  
Las proteínas de membranas constituyen un objetivo importante de los estudios 
proteómicos. Esto se debe principalmente a las dificultades en su caracterización y a que 
representan la frontera entre diferentes compartimientos, siendo así determinantes en 
procesos de intercambio de metabolitos, señalización y regulación. 
2.1.1 Cloroplasto: estudios proteómicos de cloroplasto 
Se estima que el cloroplasto contiene un 10-15% de los productos proteicos 
codificados en el núcleo, lo que corresponde a un número aproximado de entre 2.500 y 
3.500 proteínas (Peltier et al., 2002). Este elevado número demuestra la importancia de 
este compartimiento subcelular. Estas estimaciones se han basado principalmente en la 
predicción in silico utilizando algoritmos matemáticos tales como TargetP (Emanuelsson y 
von Heijne, 2001). Desafortunadamente, estos programas, si bien son relativamente útiles, 
también tienen un alto margen de error (Koo y Ohlrogge, 2002; Peltier et al., 2000), 
especialmente en la predicción de la localización subcelular de proteínas desconocidas. 
Por ello, la identificación y caracterización de proteínas específicas en la envoltura del 
cloroplasto sigue siendo un reto importante en el estudio de las plantas (Emanuelsson et 
al., 2000). La secuenciación completa del genoma de organismos tales como Arabidopsis 
thaliana (Arabidopsis Genome Initiative 2000) y los avances en la espectrometría de 
masas han hecho posible analizar específicamente los proteomas de los compartimentos de 
los cloroplastos, incluyendo las envolturas cloroplásticas, los tilacoides y el estroma. 
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Existen diversos estudios sobre el proteoma del tilacoide. Los métodos empleados en 
estos estudios se basaron en electroforesis bidimensional (2DE) con técnicas de 
isoelectroenfoque o Blue-Native para la primera dimensión y SDS-PAGE para la segunda, 
seguida de la digestión enzimática y posterior identificación de proteínas por 
espectrometría de masas (Peltier et al., 2002; Hippler et al., 2001; Schubert et al., 2002). 
Sin embargo, con respecto a las envolturas de cloroplasto hay muchos menos estudios 
publicados (Joyard et al., 1998; Ferro et al., 2000) (Tabla 3). En general, la caracterización 
proteómica de las membranas interna y externa del cloroplasto es un reto, debido a la 
dificultad para obtener las distintas envolturas con el suficiente grado de pureza para 
estudios de proteómica, los problemas relacionados con la separación y solubilización de 
proteínas altamente hidrofóbicas presentes dentro de estas fracciones, y la baja abundancia 
relativa de este proteoma con respecto al resto de las proteínas del cloroplasto, ya que 
suponen sólo un 2% de las mismas (Ferro et al., 2010). 
Uno de los primeros análisis publicados de las proteínas integrales de membrana de 
cloroplasto se realizó en espinaca utilizando una electroforesis monodimensional (1-DE) y 
permitió la caracterización de varias proteínas de transporte (Ferro et al., 2002).  
Tabla 3. Revisión bibliográfica de los estudios proteómicos realizados en cloroplasto y envolturas de 
cloroplasto. 
 
En 2003, Froehlich y colaboradores (Froehlich et al., 2003) realizaron el primer 
trabajo sobre envoltura de cloroplasto de A. thaliana, utilizando dos métodos distintos, la 
Subcompartimiento Técnicas Especie Referencia
Proteínas 
Identificadas
Envoltura de cloroplasto
Off-line MUDPIT and 
Gel-C-MS/MS
A. thaliana Froehlich et al., 2003 392
Envoltura de cloroplasto Gel-C-MS/MS Spinacia oleracea Ferro et al., 2002 54
Cloroplasto Gel-C-MS/MS A. thaliana Ferro et al., 2010 1323
Envoltura de cloroplasto Gel-C-MS/MS A. thaliana Ferro et al., 2003 112
Envoltura de cloroplasto A. thaliana 68
Envoltura de cloroplasto M. sativa 48
Envoltura interna y externa 
de cloroplasto
P. sativum
127 en ambas (81 
en interna y 67 en 
externa)
Envoltura de cloroplasto Gel-C-MS/MS Spinacia oleracea Ferro et al., 2000 9
P. sativum 322
Z. mays 231
Cloroplasto Gel-C-MS/MS A. thaliana Zybailov et al., 2008 1325
Simm et al., 2013
MALDI-nanoLC-
MS/MS
Envoltura de cloroplasto Brautigam et al., 2008Gel-C-MS/MS
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tecnología de identificación multidimensional de proteínas (MudPIT) (Link et al., 1999; 
Wolters et al., 2001) y la electroforesis monodimensional (1-DE) seguida de LC-MS/MS. 
En este caso, la técnica de MudPIT se desarrolló de forma no automatizada (off-line 
MudPIT). Los datos obtenidos se combinaron para asegurar una cobertura significativa del 
proteoma de la envoltura cloroplástica. De esta forma, se identificaron un total de 392 
proteínas entre los dos métodos, de las que 134 (un 34%) fueron identificadas por ambos, 
mientras que 109 (un 28%) fueron identificadas exclusivamente por 1-DE y las restantes 
149 (un 38%) sólo por MudPIT. 
También en 2003, Ferro y colaboradores probaron varios métodos de purificación de 
membranas de envoltura de cloroplasto de A. thaliana para intentar comprender la 
maquinaria bioquímica presente en este sistema (Ferro et al., 2003). Aplicaron diversos 
procedimientos de extracción (cloroformo/metanol y tratamientos con NaOH y NaCl) para 
obtener preparaciones de envoltura cloroplástica de alta pureza. A pesar de que el genoma 
de Arabidopsis thaliana está completamente secuenciado, no es siempre el mejor modelo 
si no se logra conseguir una alta pureza en las fracciones del orgánulo que se desea 
analizar. En este estudio se identificaron más de 100 proteínas de alta hidrofobicidad, y 
entre ellas, diversos transportadores de iones, metabolitos y proteínas, proteasas, proteínas 
implicadas en el metabolismo de ácidos grasos, glicerolípidos, vitaminas y pigmentos, así 
como muchas otras proteínas de función y localización subcelular desconocidas hasta 
entonces. 
En el año 2010, el mismo grupo desarrolló un trabajo dirigido específicamente a 
describir la localización precisa de las proteínas en los tres principales compartimentos de 
los cloroplastos: estroma, tilacoides y envolturas (Ferro et al., 2010). Este estudio se 
desarrolló a partir de hojas de A. thaliana, de las cuales se obtuvieron cloroplastos 
altamente purificados y sub-fracciones de los distintos compartimentos cloroplásticos, con 
un bajo nivel de contaminación cruzada, que fueron posteriormente analizadas por LC-
MS/MS. Como resultado de los análisis se publicó una base de datos de proteínas de 
cloroplasto (At_CHLORO) que proporciona una excelente herramienta para un mejor 
entendimiento de las funciones respectivas de los compartimientos. Dicha base de datos 
contiene 1323 proteínas cloroplásticas, y proporciona además información detallada del 
proteoma, incluyendo la secuencia de péptidos, peso molecular, tiempos de retención 
cromatográficos y datos de identificación por MS/MS. Esta información es muy útil en 
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experimentos encaminados a comparar proteomas de cloroplastos de mutantes y controles 
de A. thaliana (Smith et al., 2001). En el mismo trabajo se evaluó, por primera vez en un 
mismo conjunto de experimentos, la localización específica de proteínas en la envoltura, 
tilacoides y estroma, permitiendo así la comparación directa de los proteomas de cada 
compartimento. La mayoría de las bases de datos de proteómica de los cloroplastos provee 
más información sobre los proteomas de los tilacoides y del estroma que sobre los de la 
envoltura, que no se había estudiado con profundidad. En este trabajo el proteoma de la 
envoltura fue analizado con un gran nivel de sensibilidad, usando una combinación de 
fracciones de membrana y de identificaciones basadas en MS/MS, lo que mejoró la 
dinámica del rango de detección de las proteínas traza de la envoltura cloroplástica. Los 
datos de experimentos combinados se utilizaron para asignar la localización subplastidial 
de estas proteínas, validando componentes de la envoltura genuinos y eludiendo la 
contaminación cruzada. El estudio proporcionó una información inesperada acerca de 
localización de algunas proteínas de los plastidios y subplastidios que no se sabía si 
estaban asociadas a estos sistemas de membrana y permitieron una revisión del 
metabolismo y las funciones de los cloroplastos. En la Figura 3 se muestra el solapamiento 
de las proteínas identificadas en envoltura cloroplástica en tres de los trabajos citados 
anteriormente. 
 
Figura 3. Solapamiento de los resultados de los principales trabajos desarrollados en envolturas de 
cloroplasto. Entre paréntesis se muestran las proteínas identificadas en cada estudio. Las proteínas 
identificadas como contaminación cruzada presentes en las preparaciones de envoltura cloroplástica se 
excluyen del diagrama. 
Capítulo 1 
 
 
- 34 - 
 
Recientemente, se ha estudiado el proteoma de la envoltura interna y externa de 
cloroplasto de guisante usando nHPLC-MALDI acoplado a TOF-Q. En este trabajo se 
asignaron un total de 49 y 50 proteínas a la envoltura interna y externa, respectivamente 
(Simm et al., 2013). Entre las proteínas identificadas en este estudio se encuentran 21 que 
no habían sido identificadas anteriormente como proteínas de la envoltura cloroplástica. 
2.1.2 Membrana plasmática: estudios proteómicos de membrana 
plasmática 
La membrana plasmática (PM) es la membrana más externa de la célula, lo que le 
confiere un papel estructural, y, a la vez, es la encargada de interactuar con el medio 
extracelular y establecer la comunicación con el interior de la célula. La composición de la 
PM es más diversa en lípidos y proteínas si se compara con otras membranas, y tiene una 
naturaleza dinámica, ya que puede cambiar constantemente dependiendo del tipo de 
células, etapa de crecimiento y cambios en el medio ambiente (Alexandersson et al., 
2004). El proteoma de la PM está formado por proteínas integrales de membrana y 
proteínas asociadas a la misma. Estas proteínas están involucradas en una amplia gama de 
funciones de vital importancia para la célula, tales como señalización, defensa, 
intercambio de metabolitos, proteínas e iones y endocitosis, entre otras. Las proteínas de 
membrana pueden sufrir modificaciones postraduccionales en respuesta a diferentes 
condiciones, lo que les puede permitir asociarse transitoriamente a la PM, en el caso de 
proteínas asociadas, o a otras proteínas de la membrana, en el caso de proteínas integrales 
(Kota y Goshe, 2011).  
El análisis exhaustivo del proteoma de la PM es complejo y requiere la obtención de 
preparados enriquecidos en proteínas de membrana y que presenten alta pureza. La 
purificación de la PM se puede realizar usando la centrifugación continua o discontinua en 
gradiente de densidad, electroforesis de flujo libre (FFE), o bien un sistema de dos fases de 
polímero acuoso. El uso de un gradiente discontinuo de sacarosa fue originalmente 
descrito por Hodges et al. (1972). Este método aprovecha las diferencias en la densidad y 
el tamaño de las PM con respecto a otras membranas celulares para separarlas. La FFE es 
una técnica altamente versátil que se ha utilizado para la separación de una amplia 
variedad de péptidos, proteínas, complejos de proteínas, células, orgánulos y membranas, 
en función de sus diferentes movilidades electroforéticas o puntos isoeléctricos. En este 
método, la muestra se separa usando un campo eléctrico y las diversas vesículas de 
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membrana migran a diferentes distancias a lo largo de la cámara de separación, de acuerdo 
a su carga y densidad relativa (Sandelius et al., 1986). Esta técnica de separación tiene 
varias ventajas para la purificación de las membranas, ya que permite la purificación 
simultánea de diferentes membranas de un mismo homogeneizado, preservando sus 
funciones biológicas (Bardy et al., 1998). Además, la ausencia de cualquier tipo de matriz 
permite una alta recuperación de la muestra, una excelente pureza de las fracciones y 
rapidez, haciendo este método particularmente adecuado para los estudios basados en MS 
(Weber et al., 2004). 
La purificación de PM de plantas por el sistema de doble fase de polímeros fue 
descrita por primera vez por Larsson et al. (1987) y es el método más ampliamente 
utilizado para el aislamiento de PM. El sistema de separación de dos fases acuosas implica 
la mezcla de vesículas microsomales con una solución de dextrano, polietilenglicol (PEG) 
y KCl. El dextrano es más denso e hidrófilo y constituye la fase inferior, mientras el PEG 
constituye la fase menos densa, es más hidrófobo y forma la fase superior. La mezcla de 
membranas se reparte entre las dos fases dependiendo de las diferentes cargas 
superficiales. Así, la fase superior contiene principalmente PM, mientras que la fase 
inferior contiene preferencialmente el resto de membranas. Dependiendo de la especie 
vegetal y del tipo de tejido, es necesario optimizar el protocolo y la separación de fases, 
variando la concentración tanto de los polímeros como de KCl para obtener una alta 
pureza (Hodges et al., 1986). 
Los primeros estudios proteómicos para la caracterización de las PM de plantas datan 
de los 90 y se desarrollaron en A. thaliana por los grupos de Kamo y Santoni (Kamo et al., 
1995; Santoni et al., 1998). El grupo de Santoni identificó las primeras proteínas de 
membrana de Arabidopsis utilizando 2-DE y secuenciación de Edman (Santoni et al., 
1998).  
Algunos de los estudios proteómicos con PM se recogen en la Tabla 4. La mayor 
parte de los estudios proteómicos de PM en sistemas vegetales se han realizado en A. 
thaliana, puesto que la secuenciación de su genoma permite la identificación de un gran 
número de proteínas de membrana utilizando MS (Alexandersson et al., 2004; Kawamura 
y Uemura, 2003; Marmagne et al., 2004; Mitra et al., 2007, 2009; Nuhse et al., 2004; 
Prime et al., 2000; Santoni et al., 2000; Zhao et al., 2004). También se han desarrollado 
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estudios en arroz (Nohzadeh Malakshah et al., 2007; Tanaka et al., 2004), aunque el 
aislamiento de las proteínas de membrana en esta especie presenta un mayor grado de 
dificultad, que se debe en parte a las diferencias en la composición de polisacáridos de la 
pared celular entre las plantas dicotiledóneas y monocotiledóneas (Komatsu, 2008). Los 
objetivos de estos trabajos son variados e incluyen tanto proteómica descriptiva como 
diferencial. Entre estos últimos se han estudiado aspectos relacionados con la nutrición y 
estreses tanto abióticos como bióticos (Tabla 4). Uno de estos trabajos estudió el efecto de 
la deficiencia de Fe en la membrana plasmática de maíz (Hopff et al., 2013) y reveló 
cambios en acuaporinas y transportadores de hexosas como respuestas principales a la 
deficiencia de Fe, así como en un gran número de proteínas involucradas con procesos de 
regulación y señalización redox. 
Tabla 4. Revisión bibliográfica de los estudios proteómicos realizados en membrana plasmática. 
 
 
Especie Método Tratamiento
Proteínas 
identificadas
Referencia
Arabidopsis 2DE y secuenciación 82 Santoni et al., 1998
Arroz 2DE y secuenciación 90 Tanaka et al., 2004
Arabidopsis
SDS-PAGE, MALDI-
TOF y ESI MS/MS
102 Marmagne et al., 2004
Arabidopsis nanoLC-MS/MS 446 Marmagne et al., 2007
Arabidopsis nanoLC-MS/MS 238
Alexandersson et al., 
2004
M. 
truncatula
nanoLC-MS/MS 270 Lefebvre et al., 2007
Arabidopsis
2-DE, SDS-PAGE, 
MALDI-TOF MS
Estrés por frio 38
Kawamura and 
Uemura 2003
Arabidopsis 2-D DIGE, LC- Brassinosteroides 25 Tang et al., 2008
Arabidopsis iTRAQ, LC-MS/MS Bacterias 8 Nuhse et al., 2007
Arroz
2-DE (DIGE), 
MALDI-MS/MS
Sal 28
Nohzadeh Malakshah 
et al., 2007
Alga
2-D blue native/SDS-
PAGE, LC-MS/MS
Sal 22 Katz et al., 2007
Arabidopsis 1-DE LC-MS/MS Cadmio Lanquar et al., 2007
Arabidopsis SCXC LC-MS/MS Bacterias Benschop et al., 2007
Arabidopsis IMAC-LC-MS/MS Sacarosa Niittyla et al., 2007
Zea mays Shotgun proteomics Deficiencia de Fe Hopff et al., 2013
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2.2 Estudios de proteómica en plantas: estrés nutricional de Fe y Zn 
La gran información que se puede obtener mediante estudios de proteómica 
diferencial hacen de esta técnica una buena herramienta para el estudio de estreses 
medioambientales como son los abordados en el presente trabajo: la deficiencia de Fe y la 
toxicidad de Zn. Este enfoque puede poner de manifiesto ciertas respuestas específicas a 
estas alteraciones nutricionales que con un enfoque clásico podrían pasar completamente 
desapercibidas. Además, la aproximación proteómica nos permitirá elucidar aquellas rutas 
metabólicas comunes en los procesos de homeostasis. Un mejor conocimiento de los 
procesos derivados del estrés por metales pesados en la planta nos ayudaría no solamente a 
evitar problemas agrícolas como la deficiencia y toxicidad de metales en cultivos, sino 
también a mejorar el contenido en nutrientes de los alimentos vegetales y a favorecer la 
fitorremediación de suelos contaminados por metales pesados. 
2.2.1 Un abordaje proteómico para el estudio de la deficiencia de Fe en 
plantas 
El Fe es un micronutriente esencial para las plantas, debido a que es un constituyente 
indispensable de un gran número de enzimas y agentes redox que intervienen en algunas 
de las principales funciones del metabolismo vegetal, como son la síntesis de clorofila, la 
fijación de N y la respiración (Kashirad y Marschner, 1974). La gran versatilidad del Fe 
en sus funciones biológicas es debida al potencial del par redox Fe(III)/Fe(II), que varía 
dependiendo del ligando al que se encuentre unido.  
A pesar de que el Fe es el cuarto elemento más abundante de la corteza terrestre, su 
deficiencia es uno de los factores limitantes más importantes en la producción agrícola. 
Esto es debido principalmente a su baja biodisponibilidad en el suelo, especialmente en 
suelos calizos que son predominantes en el área mediterránea. Diversos factores, 
incluyendo un pH elevado, altas cantidades de arcillas y carbonatos (Kashirad y 
Marschner, 1974), alta humedad, alta salinidad y altas cantidades de fosfatos (Lindsay y 
Schwab, 1982) generan una baja solubilidad y/o movilidad del Fe en la solución del 
suelo, y por lo tanto pueden causar deficiencias de Fe en plantas. La deficiencia de Fe 
afecta a un alto porcentaje de las plantaciones de frutales en toda el área mediterránea 
(Sanz et al., 1992; Tagliavini et al., 2000). Esta deficiencia nutricional es un problema de 
explotación muy importante desde el punto de vista técnico y económico en muchos 
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frutales cultivados en esta zona, ya que, si no se corrige, el crecimiento de los árboles se 
ve afectado, la floración es más escasa y los frutos son menos numerosos y más 
pequeños, pudiéndose llegar en casos extremos a la muerte prematura del árbol. Sólo en 
la cuenca del Ebro se estimó en más de 13 millones de euros por año el gasto que suponen 
los tratamientos correctores de la clorosis férrica (Sanz et al., 1992). 
Las plantas se clasifican en dos grupos en función del mecanismo de adquisición de 
Fe por la raíz. La Estrategia I, o reductora, incorpora el Fe en forma de Fe(II), mientras 
que la Estrategia II, o quelante, adquiere el Fe en forma de quelato de Fe(III) (Abadía et 
al., 2011). Las plantas pertenecientes a la Estrategia I presentan una reductasa férrica de 
membrana (Robinson et al., 1999) que es la encargada de reducir el Fe(III) a Fe(II), un 
transportador específico de Fe(II) de la familia ZIP (IRT) (Eide et al., 1996; Fox y 
Guerinot, 1998) que facilita la entrada del Fe(II) al citosol y una H+-ATPasa que acidifica 
el medio y favorece la solubilización del Fe (Santi y Schmidt, 2009). Como respuesta a la 
deficiencia de Fe, las plantas desarrollan cambios morfológicos y fisiológicos tales como 
el aumento de la actividad de la reductasa férrica de la raíz, de la extrusión de protones y 
de la expresión del IRT. Junto a estos cambios en proteínas específicas involucradas en la 
adquisición de Fe de la Estrategia I, muchas especies son capaces de exportar a la 
rizosfera pequeños compuestos de bajo peso molecular, tales como fenoles, ácidos 
orgánicos y flavinas, además de sufrir una reorganización de su metabolismo. Además, la 
deficiencia de Fe provoca una disminución en la síntesis de clorofila y en la obtención de 
fotosintatos. Para paliar esta deficiencia de C, se ha descrito un aumento en la fijación 
anaplerótica de carbono en la raíz (López-Millán et al., 2000). Este C fijado en la raíz se 
transloca a la parte aérea via xilema, donde es capaz de actuar como substrato para la 
obtención de poder reductor y ATP. Algunos de estos cambios en actividades y 
acumulación de proteínas como respuesta a la deficiencia de Fe se han estudiado 
utilizando enfoques proteómicos (Tabla 5). 
En 2008 se publicaron dos estudios proteómicos con raíz de tomate mediante el uso 
de 2-DE (Brumbarova et al., 2008; Li et al., 2008), utilizando tanto plantas control como 
el mutante carente del factor de transcripción FER, fer. En ambos casos el objetivo del 
estudio fue encontrar diferencias entre genotipos. Li y colaboradores observaron que en 
condiciones de deficiencia de Fe la planta tiene mayor demanda de ATP y ácidos 
orgánicos lo que lleva a una degradación de almidón. En este estudio se identificaron 30 
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proteínas que presentaron diferencias significativas de abundancia entre tratamientos, de 
las que nueve fueron debidas a la mutación y son principalmente proteínas relacionadas 
con procesos de regulación. Los resultados del estudio de Brumbarova y colaboradores 
sugirieron que los efectos de la mutación y de la deficiencia de Fe son similares, ya que la 
mayoría de las proteínas diferenciales aumentaron su intensidad tanto por el efecto de la 
deficiencia de Fe como por la mutación. Además, se identificaron dos Germin-like 
protein como posibles dianas del factor de transcripción FER en condiciones de 
deficiencia de Fe. 
Tabla 5. Revisión bibliográfica de los estudios proteómicos realizados en plantas afectadas por deficiencia 
de Fe. 
 
En el año 2010 se estudió el efecto de la deficiencia de Fe en raíces de Beta vulgaris 
utilizando un doble enfoque proteómico (2-DE) y metabolómico (Rellán-Álvarez et al., 
2010). En este trabajo se observaron incrementos en las abundancias de proteínas y 
metabolitos relacionados con la glicólisis, el ciclo de los TCA y la respiración anaeróbica 
como respuesta a la deficiencia de Fe. Además, se observó un incremento en la proteína 
6,7-dimetil-8-ribitil-lumacina sintasa (DRML) y en metabolitos de la familia de la 
Tamaño de geles Tejido Especie Referencia
Cambios 
significativos
24 cm Raiz
Solanum 
lycopersium
Li et al., 2008 97
13 cm Raiz
Solanum 
lycopersium
Brumbarova et al., 2008 39
7 cm Raiz Beta vulgaris Rellan-Álvarez et al., 2010 61
24 cm Raiz Cucumis sativus Donnini et al., 2010 57
iTRAQ Raiz
Arabidopsis 
thaliana
Lan et al., 2011 101
Fosfoproteomica Raiz
Arabidopsis 
thaliana
Lan et al., 2012 45
7 cm Raiz
Medicago 
truncátula
Rodríguez-Celma et al., 2011 31
7 cm Raiz
Prunus dulcis x 
Prunus pérsica
Rodríguez-Celma et al., 2013 17
7 cm Raiz
Hyoscyamus 
albus 
Khandakar et al., 2013 48
7 cm Apoplasto Beta vulgaris Ceballos-Laita et al., 2015 16
Shotgun 
proteomics
Membrana 
plasmática de raiz
Zea mays Hopff et al., 2013
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rafinosa como consecuencia de deficiencia de Fe. Esta proteína interviene en la ruta de 
síntesis de las flavinas, y su incremento, unido a los detectados en los niveles de 
derivados de riboflavinas (Rbfl), permitió establecer una relación entre la deficiencia de 
Fe y la acción de las flavinas en los mecanismos de captación de Fe. 
En el mismo año, 2010, se publicó un estudio proteómico con raíces de Cucumis 
sativus para evaluar el efecto de la deficiencia de Fe (Donnini et al., 2010). En este caso 
se confirmó el aumento tanto en la ruta glicolítica como en el metabolismo anaeróbico, 
probablemente encaminados a mantener el esfuerzo enérgetico desarrollado por las raíces 
deficientes en Fe. Además se describió una disminución de las enzimas ligadas a la 
biosíntesis de carbohidratos vinculados a la pared celular, y un aumento de las 
involucradas en el reciclado de N de proteínas. Este último cambio está probablemente 
relacionado con la disminución en la asimilación de N en condiciones de deficiencia de 
Fe asociada a la disminución de la enzima nitrito reductasa, que es una proteína que 
contiene Fe (Rellán-Álvarez et al., 2010; Rodríguez-Celma et al., 2013). 
En raíces tanto de Medicago truncatula como de Prunus dulcis x Prunus persica 
también se ha estudiado desde el punto de vista proteómico el efecto de la deficiencia de 
Fe (Rodríguez-Celma et al., 2011, 2013). En Medicago se observó un aumento en 
proteínas relacionadas con la biosíntesis de riboflavina y una reprogramación en el 
metabolismo de N y C que incluye aumentos en la proteólisis, glicólisis y el ciclo TCA, 
así como cambios en la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, en el estudio 
realizado en el cultivar tolerante a la deficiencia de Fe de Prunus (GF677) los principales 
efectos se vieron en las rutas de estrés y estrés oxidativo, poniendo de manifiesto que la 
tolerancia de este cultivar puede estar asociada a mecanismos de defensa ante estrés.  
Los estudios proteómicos realizados por Lan y colaboradores en raíces de A. thaliana 
revelaron importantes aspectos sobre la homeostasis del Fe en plantas (Lan et al., 2011, 
2012). El primer trabajo se desarrolló mediante la aplicación de la técnica de iTRAQ, y 
describe aumentos en proteínas relacionadas con la síntesis de S-adenosil-metionina 
(SAM) y nicotinamina y con la ruta de los fenilpropanoides, que probablemente 
intervienen en la recirculación del Fe apoplástico (Fourcroy et al., 2014). Además, este 
trabajo confirmó los aumentos en proteínas relacionadas con procesos de respiración así 
como disminuciones en proteínas relacionadas con la energía descritos en los estudios 
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anteriores. Posteriormente, los mismos autores realizaron un análisis fosfoproteómico que 
proporcionó evidencias sobre el efecto de la deficiencia de Fe en el metabolismo de 
carbohidratos y el aumento del flujo glicolítico descrito en anteriores trabajos, así como 
su regulación por procesos de fosforilación (Lan et al., 2012).  
Finalmente, el estudio del efecto de la deficiencia de Fe realizado en cultivos 
radiculares de Hyoscyamus albus (Khandakar et al., 2013) confirmó el aumento de 
proteínas de la vía glicolítica en deficiencia de Fe. Además, la deficiencia de Fe llevó a 
una disminución en proteínas relacionadas con el metabolismo de los alcaloides y a un 
incremento de la DMRL, relacionada con la secreción de Rbfl al medio. 
Un análisis global de los resultados de estos trabajos en plantas de Estrategia I pone 
de manifiesto que la deficiencia de Fe produce cambios en el metabolismo de N y C 
(aumento de glicólisis, TCA y reciclaje de N) que son comunes en todas ellas; mientras 
que existen otras modificaciones como la secreción de flavinas (M. truncatula, B. 
vulgaris e H. albus) o compuestos fenólicos (Arabidopsis) que solo se observan en 
determinadas especies (López-Millán et al., 2013). Además, estos resultados remarcan la 
idoneidad de las técnicas proteómicas para obtener una visión simultánea de todos los 
cambios que ocurren ante este estrés nutricional. 
Con respecto a plantas de Estrategia II, el único estudio proteómico donde se ha 
evaluado el efecto de la deficiencia de Fe se ha realizado en PM de maíz (Hopff et al., 
2013), que ya fue comentado en el apartado de estudios proteómicos en PM. 
Aunque menos abundantes, también se han realizado estudios proteómicos sobre 
varios aspectos de la homeostasis del Fe en fluidos vegetales, tales como el floema o el 
fluido apoplástico. Los estudios proteómicos en floema son principalmente de mapeo, 
puesto que este fluido vegetal es de difícil obtención y por tanto su perfil proteico es poco 
conocido (Atkins et al., 2011). Tan sólo existe un estudio en el que se identificaron un 
número limitado de proteínas con sitios de unión a Fe, por medio de cromatografía de 
afinidad IMAC (Latanzzio et al., 2013). Los estudios proteómicos desarrollados en 
apoplasto se centran principalmente en el mapeo o en el estudio de estreses bióticos 
(Pechanova et al., 2010; Floert et al., 2008; Ceballos-Laita et al., 2015). Recientemente se 
ha desarrollado un estudio proteómico en apoplasto de hojas de plantas de remolacha 
afectada por deficiencia de Fe que reveló un efecto poco marcado del tratamiento sobre el 
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proteoma de este fluido vegetal, en contraste con los grandes cambios observados en 
metabolitos en el mismo fluido (Ceballos-Laita et al., 2015). Los principales efectos a 
nivel proteómico se observaron en proteínas relacionadas con la pared celular, lo que 
indica un efecto de la deficiencia de Fe en la misma que puede estar vinculado con 
cambios en la permeabilidad y transporte del Fe a través de la PM.       
 2.2.2 Un abordaje proteómico para el estudio de la toxicidad de Zn en 
plantas 
El Zn ocupa el puesto número 23 entre los elementos más abundantes de la corteza 
terrestre y es el segundo metal de transición más abundante en los seres vivos después del 
Fe. Es un elemento esencial para todos los organismos, ya que interviene en el 
crecimiento, desarrollo y diferenciación de microorganismos, plantas y animales (Vallee 
y Galdes, 1984; Arrivault et al., 2006). Aproximadamente 300 enzimas distintas 
contienen sitios de unión a Zn en su estructura (Vallee y Galdes, 1984; Brandão-Neto et 
al., 1995), y este elemento forma parte del centro catalítico de otras enzimas, como son 
las isoformas de la anhidrasa carbónica (Evans et al., 2009). Las proteínas más numerosas 
capaces de unir Zn son las que poseen dominios del tipo “zinc finger” o “dedos de Zn” 
que regulan la transcripción del DNA por unión directa a esta molécula (Klug, 1999; 
Englbrecht et al., 2004).  
En los últimos años se han realizado importantes esfuerzos para dilucidar los 
mecanismos de homeostasis del Zn en las plantas (Broadley et al., 2007; Kramer et al., 
2007; Bashir et al., 2012; Sinclair y Kramer 2012; White y Broadley 2011). Normalmente 
las raíces adquieren Zn del suelo en su forma catiónica como ion Zn(II) libre (Grotz y 
Guerinot, 2006; Broadley et al., 2007). Los transportadores pertenecientes a la familia 
ZIP (ZRT/IRT-like Protein) (Pence et al., 2000; Assunção et al., 2001; Colangelo y 
Guerinot, 2006; Palmgren et al., 2008) facilitan la entrada del Zn al citoplasma de las 
células radiculares. En el transporte y distribución de Zn entre los distintos órganos y 
compartimentos subcelulares intervienen distintas familias de transportadores así como 
diferentes agentes quelantes (Kramer, 2010; Álvarez-Fernández et al., 2014). Entre las 
familias de proteínas capaces de transportar Zn se encuentran la “Cation Diffusion 
Facilitator” (CDF) y los llamados “Heavy Metal Associated” (HMA) que son esenciales 
para la distribución de Zn dentro de la planta. En el citoplasma de las células vegetales el 
Zn puede estar unido a varias proteínas, a nicotinamina o a ácidos orgánicos, por lo que la 
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concentración del metal libre se supone que es muy reducida (Broadley et al., 2007; 
Krämer et al., 2007; Palmgren et al., 2008). En las vacuolas, el Zn podría estar 
acomplejado por ácidos orgánicos (Broadley et al., 2007) o fitatos (Otegui et al., 2002; 
Mitsuhashi et al., 2005). En el xilema de la hiperacumuladora T. caerulescens, el Zn se ha 
encontrado como ion libre en un 80%, estando el resto unido a citrato (Salt et al., 1999).  
Aunque la toxicidad de Zn es poco común, un pH bajo favorece la movilidad de este 
catión. Esta característica es especialmente peligrosa en suelos con alto contenido en este 
elemento, como los contaminados por actividades antropogénicas. En estas situaciones, el 
metal puede estar altamente biodisponible y por tanto causar toxicidad (Woolhouse, 
1983). Los síntomas de la toxicidad por Zn en plantas incluyen, entre otros, una reducción 
de la biomasa en general, una disminución de la elongación de las raíces principales y 
oscurecimiento de las mismas, el desarrollo de raíces o pelos secundarios, y clorosis en 
las hojas jóvenes que pueden llegar a necrosar en casos extremos. Aunque el Zn no es un 
metal activo desde el punto de vista redox, se ha descrito que su toxicidad se debe en 
parte al estrés oxidativo producido por las especies reactivas de oxígeno (ROS) (Remans 
et al., 2012; Cuypers et al., 2001, 2002). El exceso de Zn puede impedir la entrada de 
otros metales divalentes a las células por competición a nivel de transportadores no 
específicos, pero también puede tener un efecto sinérgico en otros elementos y favorecer 
su asimilación.  
El efecto de la toxicidad por Zn no ha sido muy estudiado desde el punto de vista 
proteómico. En Arabidopsis halleri, una especie hiperacumuladora de Zn, se estudió el 
efecto de la interacción planta-microbio en condiciones de exceso de Cd y Zn. Este 
trabajo comparó los proteomas de la parte aérea de plantas cultivadas en cuatro 
condiciones de cultivo diferentes: condiciones control, con microorganismos de la 
rizosfera derivados de un suelo metalífero autóctono, en presencia de los metales pesados 
Cd y Zn y en presencia tanto de microorganismos como de metales (Farinati et al., 2009). 
Las diferencias en el patrón proteico obtenido por 2-DE mostraron un incremento general 
de las proteínas relacionadas con la fotosíntesis en las plantas expuestas solo a metales y a 
metales en presencia de los microorganismos, que sugiere que la acumulación de metales 
en plantas hiperacumuladoras es un proceso que requiere energía (Farinati et al., 2009). 
Este estudio también puso de manifiesto que las plantas cultivadas en presencia de 
metales presentan menor abundancia de proteínas relacionadas con la defensa ante el 
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ataque por insectos herbívoros, mientras que las cultivadas solo con microorganismos 
presentan un aumento de las mismas. Los autores explican este comportamiento 
sugiriendo que el efecto deletéreo de los metales sobre los insectos suple al de las 
proteínas de defensa y a su vez supone un ahorro energético que pone de manifiesto la 
coordinación entre los mecanismos de señalización de metales pesados y los de defensa 
(Farinati et al., 2009). Estas conclusiones fueron corroboradas en un estudio posterior del 
mismo grupo en el que en lugar de usar un cultivo de microrganismos mixto se utilizaron 
ocho cepas individuales de bacterias aisladas del mismo suelo metalífero (Farinati et al., 
2011).  
La electroforesis bidimensional fue utilizada por Flukao y colaboradores en 2009 
para estudiar el efecto de la toxicidad de Zn en raíces de Arabidopsis (Flukao et al., 
2009). En este trabajo se desarrolló un método de isoelectroenfoque (IEF) altamente 
mejorado para trabajar con lisados de raíces de Arabidopsis sin ningún paso de desalado 
previo al IEF. Las muestras se extrajeron con tampón de lisis conteniendo 1,5% de SDS y 
se aplicaron directamente a IEF. Se identificaron diez proteínas que presentaban un 
aumento de abundancia en plantas sometidas a exceso de Zn con respecto a las control, 
mientras que otras 17 disminuyeron, y de entre ellas 15 mostraron una buena correlación 
con análisis transcriptómicos realizados previamente (van der Mortel et al., 2008). Este 
método presentó el inconveniente de no visualizar proteínas de membrana. 
Recientemente, y para solventar esta dificultad, este mismo grupo de trabajo combinó un 
enfoque proteómico (iTRAQ) con el uso de un genotipo mutante “de-etiolated” (det3-1), 
que presenta una mutación en la subunidad C de la V-ATPasa, para estudiar los 
importantes defectos causados por la toxicidad de Zn en el crecimiento en Arabidopsis 
thaliana (clorosis, crecimiento disminuido de la raíz y morfología anormal de las raíces). 
Este estudio mostró que los efectos sobre el crecimiento debidos al exceso de Zn pueden 
ser revertidos por la eliminación del Zn, lo que está en concordancia con estudios previos 
(Kawachi et al., 2009). Esta respuesta es similar a la observada en células de plantas que 
viven en condiciones limitantes de energía y presentan un crecimiento lento, ya que 
cuando las condiciones son favorables el crecimiento se restablece, pudiendo ser ésta una 
estrategia para sobrevivir en condiciones adversas (Flukao et al., 2011). En este estudio, 
además, se observó que la actividad de la V-ATPasa puede jugar un papel importante en 
la homeostasis de Zn, que además puede estar vinculada con la homeostasis del Fe 
(Flukao et al., 2011).  
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral consiste en estudiar diversos aspectos 
relacionados con la nutrición mineral de las plantas utilizando enfoques proteómicos. Esta 
aproximación experimental nos permite obtener una visión global de los procesos 
metabólicos implicados en los distintos estreses analizados, así como identificar aspectos 
nuevos y posibles candidatos o dianas para futuros estudios. Un conocimiento global de 
los procesos implicados en la nutrición mineral de las plantas nos ayudaría a evitar 
problemas agrícolas como la deficiencia y toxicidad de metales en cultivos, y a disminuir, 
por tanto, las pérdidas de productividad. El trabajo pone especial énfasis en el estudio de 
subproteomas, importantes en la homeostasis de metales pero poco caracterizados hasta la 
fecha, como son los de savia de floema, membrana plasmática y envolturas cloroplásticas. 
Además, se evalúa el efecto de algunos estreses nutricionales (deficiencias o toxicidades) 
sobre varios proteomas de interés, con el fin de aumentar la información existente sobre 
las respuestas de la planta ante este tipo de desórdenes.  
Se plantean los siguientes objetivos específicos: 
1- Caracterización de los cambios producidos por toxicidades leve, media y severa de 
Zn en el proteoma de la raíz de remolacha. 
2- Caracterización de los cambios inducidos por la deficiencia de Fe en el proteoma 
y el lipidoma de la membrana plasmática de la raíz de remolacha. 
3- Caracterización del efecto de la deficiencia de Fe en el perfil proteico de la savia 
de floema de Brassica napus. 
4- Caracterización de los efectos del exceso de Fe y/o de la inactivación de tres genes 
de ferritina (atfer1-3-4) en el proteoma, transcriptoma, metaboloma y balance hormonal 
de flores de Arabidopsis thaliana (WT) y su triple mutante de ferritina (atfer1-3-4). 
5- Obtención y caracterización del perfil proteico de las envolturas internas y 
externas de cloroplastos de guisante por medio de varias aproximaciones proteómicas. 
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ABSTRACT 
While the essential components for the root Fe uptake have been deciphered, 
knowledge about other intrinsic modifications induced by Fe-deficiency at the plasma 
membrane (PM) level is still very limited. In the present study we have examined, using 
label-free shotgun proteomic analysis, the effects of Fe deficiency on the protein profiles 
of highly pure sugar beet root PM preparations and Detergent Resistant Membranes 
(DRMs), the latter as an approach to study microdomains. Altogether, 545 proteins were 
detected in this study, and 52 and 68 of them changed significantly in PM and DRM, 
respectively, as a result of Fe deficiency. Functional categorization of these proteins 
indicated that signaling, general transport and vesicle-related transport accounted for 
approximately 50% of the differences in both preparations, indicating that from a 
qualitative point of view, changes induced by Fe deficiency are similar in both 
preparations. Results indicate that Fe deficiency has an impact in phosphorylation 
processes at the PM level and highlights the involvement of several signaling proteins, 
especially those from the 14-3-3 family. Lipid profiling of PM preparations revealed Fe-
deficiency induced decreases in PA which may impair vesicle formation and are in good 
agreement with the decreases measured in proteins related to endocellular trafficking and 
secretion. Other changes included decreases in N and K transporters. The study of the 
changes induced by Fe deficiency in the relative enrichment of proteins in DRMs 
confirmed previous results, and also revealed the existence of a group of cytoplasmatic 
proteins that appears to be more attached to PM in Fe-deficient conditions. 
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INTRODUCTION 
The plasma membrane (PM) is a biological structure that surrounds each cell, acting 
as an active interface between the cytoplasm and the environment. The PM consists of a 
phospholipid bilayer housing integral and peripheral proteins needed for the functionality 
of this cell structure. The initial definition of PM as a “homogeneous and dynamic fluid 
mosaic” has been revised and amended along the years, to include characteristics such as 
asymmetry, limited mobility of proteins by interactions with intra- and or extracellular 
components such as the cytoskeleton or cell wall, and changes in protein density at the 
membrane surface level (Malinsky et al., 2013). The concept of homogeneity has also 
been debated, and there is evidence supporting that membrane microdomains may exist, 
whose composition differs from the plasma membrane continuum (Malinsky et al., 2013). 
The PM is essential for basic cell functions such as cellular differentiation and 
proliferation, exchange of metabolites and information and cell wall biosynthesis, and it is 
a primary target for responses to biotic and abiotic stresses (Marmagne et al., 2007).  
In plants, PM proteins play a key role in Fe acquisition by roots. Plants are broadly 
classified into two groups depending on the strategy displayed for root Fe uptake at the 
PM level, with monocotyledonous plants using a mechanism that includes Fe(III) 
chelation by root-excreted phytosiderophores followed by specific uptake of the Fe(II)-
complexes, whereas dicotyledonous species need to reduce Fe(III) prior to its uptake 
(Römheld and Marschner, 1983 and 1986). When facing low soil Fe availability, 
dicotyledonous plants induce root morphological and physiological changes aimed at 
increasing their Fe uptake capacity (Marschner, 1995). At the root PM level, major 
responses of dicotyledonous plants include an induction of the Fe-reduction based uptake 
machinery consisting on the Fe(III)-reductase enzyme (FRO, Ferric Reductase 
Oxigenase) and an Fe(II)-transporter (IRT, Iron Regulated Transporter) (Robinson et al., 
1999; Eide et al., 1996) and an enhanced proton extrusion capacity mediated by a plasma 
membrane H+-ATPase (Santi and Schmidt, 2009). Other Fe deficiency-induced responses 
where root PM plays an important role consist of the increased secretion of organic 
compounds, including carboxylates, phenolics and flavins (Abadía et al., 2002; Cesco et 
al., 2010; Rodríguez-Celma et al., 2011 and 2013). The PM transporter involved in the 
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excretion of phenolic compounds has been identified only recently in Arabidopsis 
(Fourcroy et al., 2014, Schmid et al., 2014), whereas the transporters responsible for the 
secretion of carboxylates and flavins upon Fe deficiency still remain largely unknown. 
The PM is also important for Fe unloading into the vascular system, and studies with 
mutants lacking the PM citrate effluxer FRD have shown that FRD-mediated citrate 
efflux is required for root to shoot Fe delivery (Durrett et al., 2007; Roschzttardtz et al., 
2011). 
While the essential components for the root Fe uptake have been almost deciphered, 
knowledge about other intrinsic modifications induced by Fe-deficiency at the PM level is 
still very limited. Proteomic profiling is a good tool to provide a holistic picture of 
changes induced by nutritional stresses in plants (Jorrín-Novo et al., 2009; Hossain and 
Komatsu, 2012; Liang et al., 2013), and changes in the protein profiles in response to Fe 
deficiency have already been studied in different plant tissues, mostly using 2-DE 
approaches (see López-Millán et al., 2013 for a review). However, membrane proteins 
pose an important challenge for 2-DE proteomic analyses for several reasons, including 
their high hydrophobicity, low solubility, low abundance and chemical heterogeneity. 
In the present study we have examined the effects of Fe deficiency on the PM 
proteome by means of label-free shotgun analyses, a technique that minimizes the above 
commented limitations of 2-DE gel-based approaches. Furthermore, we have also isolated 
Detergent Resistant Membranes (DRMs) as an approach to study changes in the 
composition of PM microdomains induced by Fe-deficiency. However, we should keep in 
mind that a relationship between membrane proteins identified in DRMs and their 
localization in specific membrane microdomains has yet to be found. Iron deficiency is a 
major constraint for yield and quality in economically relevant crops such as soybean 
grown in the upper Midwest areas of the U.S. (Coulombe et al., 1984; Froelich et al., 
1981) and fruit tree crops in the Mediterranean basin (Abadía et al., 2011; Rombolà et al., 
2006). A better understanding of the changes induced by Fe deficiency at the PM, the 
point of Fe entry into the plant, may help develop stress tolerant crops and minimize the 
losses in crop yield and quality associated to this stress. 
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MATERIALS AND METHODS 
Plant Material 
Sugar beet (Beta vulgaris L. cv. Orbis) was grown in a growth chamber with a 
photosynthetic photon flux density (PPFD) of 350 µmol m-2 s-1 PAR, 80% relative 
humidity and a photoperiod of 16 h, 23º C/8 h, 18º C day/night regime. Seeds were 
germinated and grown in vermiculite for two weeks. Seedlings were grown for an 
additional two-week period in half-strength Hoagland nutrient solution (Terry et al., 
1980) with 45 µM Fe(III)-EDTA, and then transplanted to 20 L plastic buckets (four 
plants per bucket) containing half-strength Hoagland nutrient solution with 45 µM 
Fe(III)-EDTA as a control and 0 µM Fe(III)-EDTA, pH 7.5 and 1 g L-1 CaCO3. Roots 
were harvested 9-10 days after imposing treatments. 
Plasma Membrane Isolation 
Plasma membrane preparations were obtained from a root microsomal fraction by 
differential centrifugation in an aqueous-polymer two-phase system (Larsson, 1985; 
Bruggemann and Moog, 1989). Roots were homogenized using a mixer (Oster, Madrid, 
Spain) (three times of 10 s at maximum speed) in a medium containing 250 mM Sucrose, 
2 mM DTT, 4 mM EDTA, 5 mM ascorbate, 1 mM PMSF, 5% PVP, 0.2% BSA, and 0.2% 
casein in 50 mM Tris-HC1, pH 8.0. A ratio of 1 g of root fresh weight to 4 mL of 
homogenization medium was used. The homogenate was filtered through two layers of 
Miracloth (Calbiochem, Darmstadt, Germany), and the filtrate centrifuged at 10,000 g for 
10 min. The pellet was discarded, and the supernatant centrifuged at 50,000 g for 60 min 
to pellet the microsomal fraction. The microsomal fraction was resuspended in 9 mL of a 
medium containing 200 mM sucrose, 5 mM ascorbate, 3.5 mM KCl and 5 mM phosphate 
buffer, pH 7.8. Then, the solution was layered over an aqueous-polymer two-phase 
system, to yield a 36 g system with a final concentration of 6.5% dextran T500, 6.5% 
PEG 3350, 3.5 mM KC1, 5 mM Na ascorbate, 200 mM sucrose, and 5 mM phosphate 
buffer, pH 7.8. The partition was carried out three times (Larsson, 1985). The final upper 
PEG phase was diluted 6-fold with a buffer containing 50 mM HEPES, pH 7.0, 250 mM 
sucrose, and 5 mM Na ascorbate, and centrifuged at 50000 g for 60 min. The resulting 
pellet was resuspended in the same volume of 50 mM HEPES, pH 7.0, 250 mM sucrose, 
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and 5 mM Na ascorbate, and after a second centrifugation at 50000 g for 60 min, the 
pellet was finally suspended in the same medium and stored in aliquots at -80°C. Protein 
concentration was determined by the Bradford method, using BSA (Bio-Rad, Munich, 
Germany) as a standard. 
The purity of PM preparations was assessed using enzymatic activities characteristic 
of PM, tonoplast and mitochondria. The activity of the PM-associated, vanadate-sensitive  
and Mg2+-dependent ATPase was assayed by measuring the release of phosphate from 
ATP at pH 6.5 and using the formation of a colored phosphomolybdic complex as 
described by Widell and Larsson (1990). The activities of nitrate-sensitive ATPase 
(O'Neill et al., 1983) and cytochrome c oxidase (Hodges and Leonard, 1974) were used as 
markers for tonoplast and mitochondria contamination, respectively. 
Detergent Resistant Microdomain (DRM) isolation 
Preparation of DRM fractions was carried out according to the method of Peskan et 
al. (2000) as described in Takahashi et al. (2013). Briefly, 800 µg of PM preparations 
were precipitated by centrifugation at 231000 g for 35 min and resuspended in 1.08 mL of 
10 mM Mops-KOH (pH 7.3), 2 mM EGTA, 250 mM sucrose. An aliquot (120 μL) of 
10% (w/v) Triton X-100 in TED buﬀer consisting in 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 3 mM 
EGTA, 1 mM DTT was added to the PM suspension (1:15 protein:detergent ratio) and the 
PM-TX-100 mixture was incubated on ice for 30 min. Following this incubation, 4.8 mL 
of 65% (w/w) sucrose in TED buﬀer were immediately added and mixed well. To obtain 
the DRM fractions, 48, 35, 30, and 5% (w/w) sucrose-TED solutions were subsequently 
overlaid on the PM-TX-100 mixture and the whole was centrifuged at 141,000 g and 4 °C 
for 20 h, using a swing-type rotor P28S (Hitachi Koki, Tokyo, Japan). After 
centrifugation, the white band at the interface of the 30 and 35% sucrose layers (Fig. S1) 
was collected, diluted with PM suspension medium, and centrifuged at 231,000 g for 50 
min. This fraction was designated as DRM. The protein concentration of the DRM 
suspensions was measured as described above for the PM preparations. 
Electron Microscopy and Morphometry 
On-section staining with phosphotungstic acid (PTA) was used as an additional 
purity check for PM (Susín et al., 1996). Samples of microsomal fractions and purified 
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PM preparations were fixed in 2.5% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde solution and 
postfixed in 1 % Os tetroxide. After dehydration in ethanol series, pieces were transferred 
to propylene oxide and sequentially infiltrated in EMbed-812 resin (EMS; USA) 
(oxide:resin ratios 2:1; 1:1 and 1:2) during 24 h. After this period, samples were 
transferred to pure resin for 24 h and blocks were allowed to polymerize at 65º C for 48 h. 
Ultrathin (40-60 nm width) sections were obtained using a Ultracut Reichert 
ultramicrotome (Reichert, Vienna, Austria), placed on Ni grids, incubated for 30 min in 
1% periodic acid, and then stained with 1% PTA in 10% chromic acid for 10 min. 
Sections were photographed in a Jeol JEM 1400 electron microscope (Jeol, Tokyo, 
Japan). At least 12 photographs were taken from this material for each treatment, and the 
purity of the PM was estimated by planimetry as described in Serrano et al. (1994). 
Label Free Nano-liquid Chromatography-tandem Mass 
Spectrometry (nLC-ESI-MS/MS)  
Label free nLC-ESI-MS/MS analysis was made using six independent biological 
replicates for PM (each one obtained using a PM preparation per treatment from a 
different batch of plants), and four biological replicates for DRM (each one obtained 
using a PM preparation per treatment from a different batch of plants). Sample 
preparation for label free nLC-ESI-MS/MS was carried out according to Li et al. (2012). 
Briefly, 4.5 µg of purified PM and DRM fractions were subjected to 1-DE to remove non-
protein compounds. The resulting gel bands were cut into four pieces, proteins were in gel 
digested with trypsin, and peptides were subsequently extracted. 
Peptide solutions were concentrated in a trap column (Lcolumn Micro 0.3 x 5 mm; 
CERI, Japan) using an ADVANCE UHPLC system (Michrom Bioresources, Aubum, CA, 
U.S.A.). Elution was carried out with 0.1% (v/v) formic acid in ACN and concentrated 
peptides were separated in a Magic C18 AQ nano column (0.1 x 150 mm; Michrom 
Bioresources) using a linear gradient of ACN (from 5% to 45%) and a flow rate of 500 
nL min-1. Peptide ionization was carried out with a spray voltage of 1.8 kV using an 
ADVANCE spray source (Michrom Bioresources). Mass spectrometry analysis was 
carried out on an LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, U.S.A.) 
equipped with Xcalibur software (version 2.0.7, Thermo Fisher Scientific). Normalized 
collision energy and isolation width were set to 35% and 2 m/z, respectively. Dynamic 
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exclusion was enabled with the following parameters: repeat count, 1; repeat duration, 30 
s; exclusion list size, 500; exclusion duration, 60 s; and exclusion mass width, ±0.01 m/z. 
Under the data-dependent scanning mode, full scan mass spectra were obtained in the 
range of 400 to 1800 m/z with a resolution of 30000. Collision-induced fragmentation 
was applied to the five most intense ions at a threshold above 500. 
Mass data analysis was performed according to Takahashi et al. (2013). For semi-
quantitative analysis of PM and DRM proteins, experimental raw MS/MS data files were 
analyzed with Progenesis LC-MS software (version 4.0, Nonlinear Dynamics, Newcastle, 
U.K.) according to the software’s instructions, and a list of peptides was obtained. In this 
process, a reference run was selected and retention times of each run were aligned. Each 
feature was normalized based on the quantitative abundance ratio. Peptide abundances 
were compared using ANOVA (p < 0.05). Proteomes of five sequenced beet accessions 
(RefBeet, KDHBv, YMoBv, UMSBv and YTiBv) were downloaded from 
http://bvseq.molgen.mpg.de/Genome/Download, corresponding to gene models annotated 
as of February 2013. In addition, all B. vulgaris protein sequences annotated in Uniprot 
(www.uniprot.org) were retrieved, and added to the set, which was subsequently filtered 
to remove redundant sequences with software CD-HIT 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23060610) with cutoff -c 1.0 and otherwise default 
parameters. The final non-redundant set contained 82,368 protein sequences. Protein 
identification was carried out using the full peptide list with the Mascot search engine 
(version 2.3.02, Matrix Science, London, U.K.) and the non-redundant B. vulgaris 
20140811 database (82,368 sequences; 28,127,547 residues). Search parameters were: 
peptide mass tolerance ±5 ppm, MS/MS tolerance ±0.6 Da, one allowed missed cleavage, 
allowed fixed modification carbamidomethylation (Cys), and variable modification 
oxidation (Met) and peptide charges were set to +1, +2 and +3. Positive protein 
identification was assigned with at least two unique top-ranking peptides with scores 
above the threshold level (p < 0.05). Protein information was exported from Mascot xml 
format and imported to Progenesis software, which then associates peptide and protein 
information. Full information about peptides identified and quantified is listed in the 
Table S1. All detected proteins in the PM and DRM fractions were classified according to 
their GO: P annotation and are listed in Table S2. 
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To assess the effect of Fe deficiency on the PM and DRM protein profiles, we 
calculated the ratio of normalized abundance between Fe-deficient and Fe-sufficient both 
for the PM preparations and DRM fractions. Only changes with a p ≤ 0.05 (ANOVA) and 
a –Fe/+Fe ratio ≥ 2 or ≤ 0.5 were considered as statistically significant and biologically 
relevant. 
To reveal the enrichment of each protein in DRM, the DRM/PM ratio of each 
detected proteins was calculated in each treatment using their normalized abundances. 
Proteins were separated into three different classes: DRM-enriched (DRM/PM ≥ 2.0, 
ANOVA p ≤ 0.05), DRM-non enriched proteins (DRM/PM ≤ 0.5, ANOVA p ≤ 0.05), and 
non-preferentially partitioned (including those with ANOVA p ≥ 0.05 and those with 
DRM/PM ratios between 2.0 and 0.5 and ANOVA p ≤ 0.05). 
Lipid Profiling 
Lipid extraction and ESI-MS/MS analysis was performed in the Kansas Lipidomic 
Research Center Analytical Laboratory as described elsewhere (Brugger et al., 1997). 
Briefly, PM preparations (100 µg protein) were extracted with chloroform/methanol (1:1) 
three times. Lipid samples were analyzed on a triple quadrupole ESI-MS/MS. Lipids in 
each class were quantified in comparison to two internal standards within the class. Five 
replicates of each treatment for PM preparations and DRM fractions were analyzed. The 
Q-test was performed on the total amount of lipids in each head group class, and data 
from discordant samples were removed (Shoemaker et al., 1974). Paired values were 
subjected to the t test to determine statistical significance. Full information about lipids 
identified and quantified is listed in the Table S3. 
RESULTS AND DISCUSSION 
Isolation and Characterization of PM and DRM Fractions 
The activities of marker enzymes used to assess the purity of PM indicated that final 
PM fractions were highly enriched in PM vesicles. First, PM-specific vanadate-sensitive 
ATPase activity was higher in PM than in microsomal fractions from control (2.8-fold) 
and Fe-deficient (2.4-fold) preparations (Table S4). On the other hand, contamination of 
the PM fraction by mitochondrial membranes, assessed by the activity of the cytochrome 
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c oxidase, was not detectable, whereas contamination by tonoplast estimated by the 
activity of the nitrate sensitive ATPase was always lower than 5.7% (Table S4). 
Furthermore, electron microscopy of the isolated fractions indicated that PM membranes 
accounted for 94.4±1.7 and 93.9±2.0% of the total membranes in preparations from 
control and Fe-deficient plants, respectively (Fig. S2). All these data indicate a high 
degree of purity in the PM preparations with most of the membranes in preparations 
deriving from PM (94%), although the detection of tonoplast proteins could also be 
expected. 
Recovery of DRM from PM fractions (based on protein amount) was 13.8 and 10.7% 
for control and Fe-deficient samples, respectively. These values are within the range of 
those described previously for the DRM/PM yield in other plant species (Takahashi et al., 
2012; Takahashi et al., 2013). 
Effect of Fe Deficiency on the Protein Profile of the PM 
Altogether, 545 proteins were detected in PM fractions, with 135 of them changing 
significantly as a result of Fe-deficiency. Among these, 76 proteins were identified and 
quantified with ≥ 2 peptides and 52 of them presented fold changes above the threshold 
level (≥ 2-fold or ≤ 0.5-fold); eight of them increased and 44 decreased in abundance as a 
result of Fe-deficiency (Fig. 1A, Table 1). Functional categorization of these 52 proteins 
indicated that signaling, general transport and vesicle-related transport account for 52% of 
the total differential proteins (23, 15 and 14%, respectively) (Fig. 2A).  
The highest increases in relative abundance (4.2- and 3.6-fold) were found for two 
proteins identified as HIPL1 and a (-) - germacrene D synthase, respectively (Table 1). 
HIPL1 is a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored protein (APs), found mostly in 
the outer leaflet of the PM, which belongs to the glucose dehydrogenase superfamily. 
This protein putatively reduces quinones using a CH-OH group as hydrogen or electron 
donor (InterPro domain annotation). Although the general role of GPI-APs remains 
unclear, they have been related to diverse physiological processes including root 
development, cell wall integrity, and adhesion (Borner et al., 2003); the specific role this 
protein has in the Fe deficiency response would deserve further studies. The (-) 
germacrene D synthase (EC 4.2.3.75) is involved in the synthesis of the sesquiterpenoid 
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D germacrene. This enzyme has never been associated to the PM; however, we could 
speculate that an increase in the sesquiterpenoid pool may point towards an increase in 
lipidation PMTs or changes in the PM lipid composition induced by Fe deficiency. The 
third largest increase (2.9 fold) was measured for phosphoenol pyruvate carboxylase 
(PEPC) (Table 1). This cytosolic enzyme plays a role in anaplerotic C fixation and 
increases in enzymatic activity and transcript abundance in roots have been widely 
reported as a response to Fe deficiency in several plant species including sugar beet 
(López-Millán et al., 2000; Zocchi, 2006). The presence of PEPC in highly pure PM 
preparations might indicate that it may also have an additional function requiring an 
association with a still unknown PM target. 
 
Figure 1. Effect of Fe-deficiency on the PM (A) and DRM (B) protein profiles as revealed by label-free 
shotgun analyses. The normalized abundance of all detected proteins was calculated using Progenesis LC-
MS software, and ratios between the Fe-deficient and Fe-sufficient treatments were calculated for PM (A) 
and DRM (B). Numbers indicate the total number of detected proteins, those showing significant changes (p 
≤ 0.05), identified and quantified with at least two peptides, and above the threshold level (fold change ≥ 2 
or ≤ 0.5). Venn diagram (C) depicting the number of proteins changing as a result of Fe deficiency (p ≤ 
0.05, number of peptides for identification and quantification ≥ 2 and fold ≤ 0.5 or ≥ 2) in PM, DRM and 
both preparations. 
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Other proteins increasing in relative abundance as a result of Fe deficiency included 
two scaffold proteins, CASP-like protein Ni6 and tetraspanin-9. CASP-like proteins are 
four membrane span proteins that mediate deposition of casparian strips by recruiting the 
lignin polymerization machinery and therefore regulate membrane-cell wall junctions and 
localized cell wall deposition (Roppolo et al., 2014). Iron deficiency has already been 
reported to induce changes in cell wall (Donnini et al., 2009; Donnini et al., 2011; López-
Millán et al., 2013), and from our data we could speculate that these include 
modifications in the casparian band structure that might ultimately affect lateral diffusion 
in roots. On the other hand, tetraspanins facilitate assembly of signaling complexes by 
tethering proteins to integrin heterodimers; these complexes are usually partitioned into 
specific microdomains at the PM (Berditchevski, 2001). 
 
Figure 2. Functional classification of proteins changing significantly as a result of Fe-deficiency in PM 
(A) and DRM (B). 
Two-fold increases were also measured for a small GTPase (Rab2BV), a respiratory 
burst oxidase (RBOHB) and a cytosolic fatty acid binding protein with homology to 
lipocalins (Table 1). Rab2BV belongs to the Rab family involved in vesicular protein 
traffic and contains two geranylgeranyl prenylation motifs that allow association to the 
PM (UniProt entry). RBOHB is a Ca binding flavo-oxidoreductase that produces 
superoxide radicals in the apoplast and may be involved in the typical tip growth of root 
hairs characteristic of Fe-deficient roots (Foreman et al., 2003; Monshausen et al., 2007), 
probably mediated by auxin signaling (Muller et al., 2012). The Arabidopsis ortholog of 
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the lipocalin-like protein TIL1 is peripherally associated with the PM and is likely to act 
protecting lipids from peroxidation during oxidative stress elicited by Fe deficiency (Chi 
et al., 2009; Charron et al., 2008). It should be noted that B. vulgaris orthologs of known 
components of Fe uptake mechanism at the PM level such as the Fe(III)-reductase 
(AtFRO2; Robinson et al., 1999) and the phloem Fe transporter (AtOPT3; Zhai et al., 
2014) were also found increased in this study (≥ 2-fold increase), although they were 
among the one hit wonders only identified or quantified with 1 peptide. 
Among the 44 protein species decreasing in relative abundance, 12 were involved in 
signaling, eight in transport, six in vesicle-mediated transport, eight were distributed 
among different categories, and ten had an unknown function (Table 1). The signaling 
related category contained five protein kinases involved in phosphorylation-related 
processes depending on several elicitors such as Ca, lectin, chitin and one mediating 
hypersensitive-induced response (HR), as well as seven signal transducers (three proteins 
related to the HR, 14-3-3 protein 10, calmodulin-like protein 13, remorin and a proton 
pump interactor) (Table 1). These decreases suggest that Fe-deficiency strongly impacts 
phosphorylation related processes at the PM level, and also indicate that several signaling 
cascades are affected, including the HR-mediated cascade (four HR-related proteins) and 
cascades having Ca as a second messenger (a Ca-dependent kinase and calmodulin-like 
protein 13). 
Iron deficiency also had a strong effect on N and K transporters at the PM level. 
Proteins involved in nitrate (NTR1 and NTR2.5) and ammonium (AMT1.2 and AMT3.1) 
transport showed large decreases in relative abundance (from 50 to 97%) as a result of Fe 
deficiency (Table 1). The high affinity nitrate transporters, NTR2.5 and NTR1, are 
involved in the transfer of nitrate from stored pools to the cytoplasm and in root to shoot 
nitrate translocation, respectively (Orsel et al., 2004), whereas the AMT transporters 
participate in ammonium uptake from the soil (von Wiren et al., 2000). Their decreases 
suggest that Fe deficiency modifies both ammonium uptake and nitrate distribution and 
highlight the already described interplay between Fe and N nutrition (Rodríguez-Celma et 
al., 2011; Borlotti et al., 2012). On the other hand, when nitrate availability is low NTR1 
can promote auxin transport out of young lateral roots, therefore repressing lateral root 
growth (Krouk et al., 2010); a decreased accumulation of NTR1 in Fe deficiency would 
be in line with the lateral root formation commonly observed in Fe-deficient roots. 
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Decreases were also measured in three proteins involved in K transport, including the 
potassium transporter 5 (POT5), the cation/H+ exchanger 20 (CHX20), and the beta 
subunit of a voltage-gated K channel (Table 1). These decreases are in agreement with the 
slight decrease in K concentration reported in Fe-deficient sugar beet roots (López-Millán 
et al., 2001), and as one of the major osmolytes, a decreased accumulation of K 
transporters may be related to the decreased water fluxes associated to low photosynthetic 
rates of Fe deficient plants. 
Proteins participating in vesicular trafficking and secretion also decreased in Fe-
deficient PM preparations when compared to controls. These included (i) subunits Sec3A 
and Sec8 of the exocyst complex involved in exocytosis at the PM of different 
compounds, including polarized pectin delivery for the formation of new primary cell 
wall (Kulich et al., 2010; Fendrych et al., 2010), (ii) the clathrin heavy chain involved in 
endocytosis and polar distribution of PIN auxin transporters (Kitakura et al., 2011), and 
and (iii) the SNARE protein SYP121, involved in specific vesicle fusion with the PM 
(Marmagne et al., 2007) (Table 1). Interestingly, SYP121 participates in the anchoring of 
K channels within microdomains of the PM (Amtmann and Blatt, 2009) in agreement 
with the decreased measured in the voltage gated K channel commented previously. Two 
more proteins, RABD2 (a small GTPase protein) and an EH domain containing protein 1 
involved in ER-Golgi membrane trafficking and endocytosis also decreased. All these 
changes highlight that a large number of processes associated with Fe deficiency occur 
via reduced vesicular transport at the PM level. Some of these processes may include a 
reduced exocytosis of pectin mediated by the exocyst complex and decreases in the 
allocation of auxin and K transporters to the PM mediated by the clathrin and SNARE 
pathways, respectively. 
Finally, other decreases worth mentioning included those of an α-1,4-glucan-protein 
synthase with a possible role in the synthesis of cell wall polysaccharides (Bocca et al., 
1999) that highlights the effect of Fe deficiency in cell wall formation, a fasciclin-like 
arabinogalactan protein 6 precursor which may be a cell surface adhesion protein 
(Johnson et al., 2003) and two disulfide isomerase precursors participating in the folding 
of proteins that are usually associated to ER that may arise from ER cross-contamination. 
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Table 1. List of proteins showing significant changes in relative abundance above the threshold level (Anova, p ≤ 0.05; Fe-deficient sample vs Fe-sufficient treatment ≥ 2 
or ≤ 0.5) identified and quantified with at least two unique peptides. Values in bold indicate p ≤ 0.05. White, dark grey and light grey backgrounds indicate proteins 
changing only in PM, in PM and DRM and only in DRM, respectively. Detailed information about identification, blast analysis and abundances is given in Table S2. 
Beta vulgaris DB 
identifier 
NCBI 
identifier 
Protein Description 
Peptide 
count 
Peptides 
quant. 
Ratio 
PM   
-Fe vs 
+Fe 
Ratio 
DRM   
-Fe vs 
+Fe 
TRANSPORT 
      
Inorganic ions and water 
      
KDHBv_S06825_245030.t1 gi|474271248 High affinity nitrate transporter 2.5 2 2 0.0 0.0 
KDHBv_S05354_212150.t1 gi|303280251 Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.3 3 3 0.0 0.1 
Bv_45170_qnkp.t1 gi|147767540 Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.3 5 5 0.1 0.1 
YMoBv_S01250_43530.t1 gi|4322319 Ammonium transporter 1 member 2 3 3 0.3 0.3 
KDHBv_S13688_53390.t1 gi|4322319 Ammonium transporter 3 member 1 3 3 0.5 0.5 
KDHBv_S01806_86470.t1 gi|557546529 Potassium transporter 5 11 11 0.1 0.0 
Bv5_108520_qgdi.t1 gi|15231867 Cation/H(+) antiporter 20 6 2 0.2 0.1 
KDHBv_S02973_141020.t1 gi|3402279 
Probable voltage-gated potassium channel 
subunit beta 
3 3 0.5 0.3 
UMSBv_S15773_105210.t1 gi|4884966 
Calcium-transporting ATPase 2, plasma 
membrane-type 
3 3 0.7 0.5 
Organic compounds 
      
KDHBv_S05816_222050.t1 gi|5881115 Sugar transport protein 14 2 2 0.5 0.4 
SIGNALING 
      
Signal transduction 
      
UMSBv_S60675_290610.t1 gi|341575453 Proton pump-interactor 1  2 2 0.5 0.6 
KDHBv_S02849_136140.t1 gi|151347473 Hypersensitive-induced response protein 1 8 2 0.5 0.6 
KDHBv_S03278_153490.t1 gi|357164942 Remorin 2 2 0.1 0.0 
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KDHBv_S01382_54610.t1 gi|225469784 14-3-3 protein 10  6 4 0.5 0.2 
KDHBv_S02849_136130.t1 gi|151347473 Hypersensitive-induced response protein 1 14 3 0.2 0.3 
KDHBv_S02849_136120.t1 gi|151347473 Hypersensitive-induced response protein 1 17 5 0.4 0.4 
KDHBv_S02425_119360.t1 gi|502160156 Probable calcium-binding protein CML13 3 3 0.4 0.3 
KDHBv_S04127_180150.t1 gi|291293221 14-3-3-like protein  9 4 0.6 0.3 
KDHBv_S12835_44330.t1 gi|8099063 14-3-3-like protein  9 4 0.7 0.4 
KDHBv_S02163_107980.t1 gi|462395986 14-3-3-like protein  9 4 0.8 0.4 
KDHBv_S08502_276450.t1 gi|225469784 14-3-3-like protein GF14 kappa 5 2 0.8 0.4 
KDHBv_S18793_91550.t1 gi|291293221 14-3-3-like protein 8 2 0.9 0.4 
KDHBv_S02710_129950.t1 gi|12667522 Annexin D2 2 2 0.8 0.5 
KDHBv_S07778_263100.t1 gi|350536935 14-3-3-like protein D 5 3 1.6 0.2 
Serine/threonine kinase 
      
KDHBv_S06794_244090.t1 gi|15234435 Calcium-dependent protein kinase 2 2 0.3 0.7 
KDHBv_S03242_152320.t1 gi|470118494 
G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-
protein kinase At1g34300 precursor 
2 2 0.2 0.3 
KDHBv_S01229_39180.t1 gi|374256007 Pto-interacting protein 1 4 3 0.2 0.3 
KDHBv_S01236_39790.t1 gi|11994399 Chitin elicitor receptor kinase 1 precursor 2 2 0.2 0.4 
Bv6_144220_edoh.t1 gi|15237872 
Probable leucine-rich repeat receptor-like protein 
kinase At5g49770 precursor 
7 6 0.3 0.4 
UMSBv_S06984_314900.t1 gi|11994399 Protein LYK5 precursor 3 3 0.5 0.3 
KDHBv_S06442_236910.t1 gi|255577483 Calcium-dependent protein kinase 10 2 2 0.3 0.4 
VESICLE MEDIATED 
TRANSPORT       
Membrane trafficking via exocyst complex 
     
Bv5_106010_yoiz.t1 gi|255538520 Exocyst complex component SEC3A 3 3 0.5 0.7 
Bv1u_019780_eiwa.t1 gi|255550688 Exocyst complex component SEC8 8 8 0.5 0.5 
UMSBv_S00090_352590.t1 gi|225439283 Syntaxin-121 2 2 0.3 0.4 
Capítulo 4 
 
 
- 104 - 
 
Bv1_012820_cdiz.t1 gi|255583344 Exocyst complex component SEC5A 4 4 0.7 0.5 
Bv7_164300_mszm.t1 gi|308813361 Exocyst complex component SEC15B 2 2 0.6 0.5 
Small GTPase-dependant protein transport 
     
KDHBv_S00584_222620.t1 gi|217841 Ras-related protein RABD2a 3 2 0.5 0.4 
KDHBv_S03242_152330.t1 gi|548835001 EH domain-containing protein 1  3 3 0.4 0.5 
KDHBv_S00809_269470.t1 gi|527201738 Ras-related protein Rab2BV  2 2 2.0 2.3 
 clathrin-dependent endocytosis/protein 
transport      
UMSBv_S14375_92090.t1 gi|561037022 Clathrin heavy chain 1  13 5 0.5 0.4 
C METABOLISM 
      
KDHBv_S03976_176500.t1 gi|508773455 Carbonic anhydrase 2, chloroplastic 2 2 0.3 0.2 
KDHBv_C14254217_08230.t
1 
gi|115581 Phosphoenolpyruvate carboxylase 2 5 5 2.9 2.5 
Bv6_154380_rnxg.t1 gi|54660806 HIPL1 protein precursor  2 2 4.2 5.5 
KDHBv_S03064_144220.t1 gi|533474 Enolase 6 6 1.2 0.5 
KDHBv_S08615_278650.t1 gi|71000473 Adenosylhomocysteinase 6 6 1.3 3.9 
Bv1_011870_sghe.t1 gi|306416861 Alcohol dehydrogenase 2 2 2 1.8 5.1 
CELL REDOX HOMEOSTASIS/ 
DEFENSE      
Bv6_126010_pdxa.t1 gi|356531473 Putative disease resistance protein RGA3 10 10 0.5 0.5 
KDHBv_S03855_173000.t1 gi|166418 Protein disulfide-isomerase precursor 11 11 0.5 0.7 
KDHBv_S03825_172370.t1 gi|557086515 Protein disulfide isomerase-like 1-2 precursor 2 2 0.3 0.4 
UMSBv_S02360_158040.t1 gi|147789070 Respiratory burst oxidase homolog protein B 6 6 2.0 3.5 
YTiBv_S02161_114850.t1 gi|417093 Glutathione S-transferase 3 3 0.7 0.5 
MISCELANEOUS 
      
Secondary metabolism 
      
KDHBv_S04395_187110.t1 gi|297820182 Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 1 2 2 0.5 0.3 
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KDHBv_S25783_125560.t1 gi|323404018 (-)-germacrene D synthase 2 2 3.6 2.6 
Cell wall/structure 
      
KDHBv_S01348_51500.t1 gi|255638991 
Alpha-1,4-glucan-protein synthase [UDP-
forming] 2 
2 2 0.5 0.9 
UMSBv_S02775_179140.t1 gi|37625025 
Fasciclin-like arabinogalactan protein 6 
precursor  
5 5 0.5 0.3 
YTiBv_S04182_189510.t1 gi|341958524 CASP-like protein Ni6  2 2 2.0 2.2 
Bv1u_019010_zfif.t1 gi|8928423 Tubulin beta-1 chain 12 2 0.9 0.4 
Lipid metabolism 
      
Bv8_196790_huzg.t1 gi|77744865 
cytosolic fatty acid binding proteins-cytosolic 
lipid transporter 
2 2 2.1 3.1 
Cell division 
      
Bv6_130090_rgzj.t1 gi|115479259 Tetraspanin-9  2 2 2.2 3.2 
Protein synthesis 
      
KDHBv_C14180820_06830.t
1 
gi|147835455 40S ribosomal protein S17  3 3 0.5 0.5 
KDHBv_S14321_60210.t1 gi|2245098 60S ribosomal protein L15  2 2 0.4 0.1 
Energy: Oxidation-reduction proccess and ATPases 
    
KDHBv_S03400_158650.t1 gi|4960154 Membrane steroid-binding protein 2 2 2 0.7 0.4 
                              
KDHBv_S03386_157900.t1 gi|2695711 Cytochrome b5  3 3 0.6 0.5 
                              
UNKNOWN 
                                    
KDHBv_S09457_293900.t1 gi|4960154 
 
2 2 0.4 0.7 
                              
Bv3_055310_riir.t1 gi|121489759   2 2 0.1 0.1 
                              
YMoBv_S05240_232570.t1 gi|57157824   2 2 0.2 0.1 
                              
KDHBv_S04452_188920.t1 gi|548841463   2 2 0.3 0.1 
                              
KDHBv_S02854_136340.t1 gi|527190702   2 2 0.4 0.2 
                              
YTiBv_S00119_34990.t1 gi|308806081   2 2 0.2 0.2 
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KDHBv_S08049_268330.t1;
KDHBv_S07701_261810.t1 
    3 3 0.4 0.3 
                              
KDHBv_S00653_238960.t1 gi|159467755   2 2 0.4 0.4 
                              
UMSBv_S01691_115330.t1 gi|548841463   3 2 0.3 0.4 
                              
KDHBv_S02231_110810.t1 gi|508715002   5 5 0.4 0.5 
                              
Bv3_066760_yana.t1 gi|548841463   2 2 0.6 0.3 
                              
YMoBv_S01567_76960.t1 gi|561018287   2 2 0.9 0.4 
                              
Bv7_169500_ajxr.t1 gi|215768932   2 2 0.7 0.5 
                              
Bv6_125470_heit.t1 gi|302801682   4 3 1.5 2.4 
                              
tr|Q6SJP5|Q6SJP5_BETVU     7 7 1.5 2.6 
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Effect of Fe Deficiency on the PM Lipid Profile 
Iron deficiency caused a 20% decrease in the amount of PM-associated lipids (Table 
2). This decrease was mainly associated to decreases in three phospholipid classes, 
including phosphatidylglycerol (PG, 30%), phosphatidylethanolamine (PE, 20%) and 
phosphatidic acid (PA, 36%) derivatives (Table 2). Significant decreases in some specific 
galactolipid species belonging to DGDG and MGDG, and other phospholipids (PC, and 
PS) were also observed (Table S2). Overall, the decrease in lipid packing in the PM 
would likely reduce PM viscosity, which in turn is likely to affect other MP-related 
processes. Interestingly, PA derivatives were the lipid class showing the largest decrease 
(36%, with nine out 12 PA species identified in PM decreasing; Table S4). PAs have a 
small highly charged head very close to the glycerol backbone, and increases in PA have 
been described to promote MP curvature during vesicle formation (Kooijman et al., 
2003). Therefore, the PA decrease measured in PM preparations from Fe-deficient plants 
may impair vesicle formation, in good agreement with the decreases measured in proteins 
assigned to endocellular trafficking and secretion (Table 1). On the other hand, 
phospholipids such as PA are also involved in cell signaling as membrane-derived second 
messengers (either by themselves or playing a role as precursors), and therefore changes 
in their relative composition may also affect signaling processes in the PM. 
Table 2. Lipid concentrations (pmol mg protein-1) in PM preparations of Fe-sufficient and Fe-deficient 
samples. Values are means ± SD (n=5). DGDG, digalactosyldiacylglycerol; MGDG, 
monogalactosyldiacylglycerol; PG, phosphatidylglycerol; PC, phosphatidylcholine; PE, 
phosphatidylethanolamine; PI, phosphatidylinositol; PS, phosphatidylserine; PA, phosphatidic acid. Lipid 
degradation, measured as the amount of lyso (PG+PC+PE), accounted for ca. 3% of the total lipids. 
Detailed information about lipid species quantified is listed in Table S4. 
pmol mg protein-1 +Fe -Fe -Fe/ +Fe 
DGDG 15.3 ± 3.8 a 14.4 ± 6.8 a 0.9 
MGDG 5.5 ± 0.4 a 4.4 ± 1.5 a 0.8 
PG 6.1 ± 1.2 b 4.4 ± 1.1 a 0.7 
PC 125.3 ± 32.6 a 99.3 ± 41.3 a 0.8 
PE 114.4 ± 20.1 b 90.6 ± 19.7 a 0.8 
PI 10.6 ± 6.6 a 10.0 ± 2.4 a 1.0 
PS 4.0 ± 1.2 a 3.3 ± 1.3 a 0.8 
PA 35.6 ± 12.3 b 22.7 ± 9.2 a 0.6 
Total 327.0 ± 74.4 b 257.8 ± 83.0 a 0.8 
Lyso(PG+PC+PE) 10.3 ± 3.0 8.6 ± 4.7  
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Effect of Fe Deficiency on DRM Composition 
Altogether, 316 of the 545 detected proteins in this study changed significantly in 
DRM as a result of Fe-deficiency; among these, 175 were identified and quantified with ≥ 
2 peptides and 68 presented fold changes above the threshold level (≥ 2-fold or ≤ 0.5-
fold), with 12 of them increasing and 56 decreasing in abundance (Fig. 2A, Table 1). The 
functional categorization of these proteins was similar to that observed for proteins 
changing in PM fractions, with signaling, transport, and membrane trafficking accounting 
for 51% of the total differential proteins (26, 15 and 10%, respectively), (Fig. 2B, Table 
1). Therefore, from a qualitative point of view, changes induced by Fe deficiency in PM 
and DRMs were similar. However, a larger number of proteins was found to be 
significantly affected by Fe-deficiency in DRMs than in PM (68 vs. 52). This is probably 
associated to the nature of DRM preparations, which are relatively simpler in composition 
and thus changes in minoritary proteins easier to quantify. 
When proteins changing as a result of Fe deficiency in PM and DRM were compared 
(Figs. 1C, 2C, Table 1); 42 of them were common to PM and DRM (34 decreasing and 8 
increasing), whereas ten decreased only in PM and 26 (22 decreasing and 4 increasing) 
changed only in DRM. However, it should be noted that nine of the ten proteins 
decreasing significantly only in PM, decreased also in DRM, but the threshold for the fold 
decrease (≤ 0.5) was not met; the only exception was the α-1,4-glucan-protein synthase, 
that did not show a significant change in DRM. The four proteins increasing only in DRM 
included two unknowns and two related to general metabolism, an 
adenosylhomocysteinase and the alcohol dehydrogenase 2 (Table 1). Surprisingly, none 
of these two proteins are membrane proteins or contain motifs for PMTs that would allow 
anchoring to the PM. Their increase in DRM and not in PM as a result of Fe deficiency 
may indicate that their functions (regulation of methylation and NADH production, 
respectively) require an association to proteins in specific areas of the PM. 
Among the 22 proteins decreasing in abundance only in DRM, nine were related to 
signaling, two to vesicle trafficking, two were hexose and Ca transporters, three were 
unknown and five presented miscellaneous functions (Fig. 2C and Table 1). Interestingly, 
six of the nine signaling related proteins decreasing only in DRMs were 14-3-3-like 
proteins (thought to be loosely attached to the PM), suggesting that Fe deficiency has an 
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effect on their interaction with the PM. Indeed, 14-3-3 proteins bind to phosphorylated 
target proteins and the Fe deficiency-induced decrease in DRM would be in line with the 
decreases in relative abundance measured in an important number of kinases (5 in PM 
and 2 in DRM), which suggest a reduced number of phosphorylated proteins in the root 
PM from Fe deficient plants. Furthermore, 14-3-3 proteins are mainly thought to be 
regulators of C and N metabolism, with nitrate reductase, PEPC and several TCA 
enzymes being targets of their action (Diaz et al., 2011; Shinn et al., 2011). Several 
studies at the transcriptomic, proteomic and physiological levels have demonstrated that 
Fe deficiency causes an alteration in the C and N metabolic pathways, especially in 
PEPC/TCA and nitrate assimilation (Zocchi, 2006; Rodríguez-Celma et al., 2011; 
Borlotti et al., 2012). Our results indicate that PM may intervene in the signaling cascades 
leading to these changes via interactions with 14-3-3 proteins. Although the specific 
targets for these 14-3-3 proteins in Fe deficiency would require detailed studies, it is 
tempting to speculate that Fe deficiency causes a decrease in DRMs of a network 
comprising 14-3-3 proteins, CDPKs, and Ca transporters, to possibly regulate target genes 
in TCA and N metabolic pathways. On the other hand, since another target of 14-3-3 
proteins is a K channel (KAT1, Sottocornola et al., 2006), the decreases in both K 
transporters and 14-3-3 proteins may also be related. 
With regard to the two vesicle mediated transport proteins decreasing only in DRM, 
SEC15B seems to have a similar function in pectin delivery to those units changing in 
PM, and the second one, SEC5A, is specifically involved in autophagy-related, Golgi-
independent membrane traffic to the vacuole (Kulich et al., 2013), highlighting the effect 
of Fe-deficiency in vesicle mediated transport systems in specific membrane domains. 
Effect of Fe Deficiency on DRM/PM Partitioning 
To assess whether there were quantitative changes in the partitioning of each PM 
protein into DMRs as a result of Fe-deficiency and if there are any effects on the 
distributions of specific protein groups in DMR, we analyzed changes in the DRM/PM 
ratios in both Fe-sufficient and Fe-deficient conditions. In this analysis, 402 of the 545 
detected proteins presented significant changes (p ≤ 0.05) in the DRM/PM ratio in at least 
one of the treatments (Fig. 3A). Among them, 218 were identified and quantified with ≥ 
two peptides and 30 of them had fold changes [(DRM/PM) in –Fe vs. (DRM/PM) in +Fe] 
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within the threshold levels considered biologically relevant (≥ 2 or ≤ 0.5) (Fig. 3A; Table 
3). 
 
Figure 3. Effect of Fe deficiency on the relative partitioning of proteins in DRM (A). (B) Scatter plot of 
identified proteins. The normalized abundance of all detected proteins was calculated using Progenesis 
LC-MS software. The log2 value of the DRM vs PM ratio of Fe deficient samples is plotted against that of 
Fe-sufficient samples. Grey circles are proteins not showing significant differences (anova, p ≥ 0.05), grey 
circles with black border are proteins showing significant differences (p ≤ 0.05) but less than two peptides 
used for quantification or identification, black circles are significant proteins identified and quantified with 
at least two unique peptides and red and orange circles are proteins showing significant differences in 
partitioning outside the threshold relevance level (fold ≥ 2 or fold ≤ 0.5; Table 3). 
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Table 3. List of proteins showing changes in DRM vs. PM partitioning as a result of Fe-deficiency.  Relative protein enrichment in DRM for each treatment 
was calculated as the ratio between protein abundance in DRM and PM. The final relative partitioning was calculated as the ratio between the previous two; 
and only proteins identified and quantified with at least two unique peptides, showing significant changes (Anova; p ≤ 0.05 in at least one DRM vs. PM 
comparison), and with a final relative enrichment ratio ≥ 2 or ≤ 0.5 fold were considered for biological interpretation. Values in bold indicate p ≤ 0.05. Detailed 
information about identification, blast analysis and abundances is given in Table S2. 
Beta vulgaris identifier NCBI identifier Protein description 
Peptide 
count 
Peptide 
quant. 
Ratio      
DRM vs. 
PM  +Fe 
Ratio 
DRM/
PM      
-Fe 
Ratio 
(DRM/P
M) +Fe 
vs. 
(DRM/P
M) -Fe 
Proteins relatively enriched in -Fe DRM 
CELL REDOX HOMEOSTASIS/DEFENSE 
      
KDHBv_S05896_224260.t1 gi|15865451 Monodehydroascorbate reductase 5 5 0.0 0.1 2.0 
Bv1_013710_wkrw.t1 gi|514804465 Peroxidase 12 precursor 3 3 0.0 0.0 2.3 
Bv1_013750_hurs.t1 gi|55701011 Peroxidase 12 precursor 2 2 0.0 0.1 18.4 
C METABOLISM 
       
KDHBv_S04244_183660.t1 gi|603221 
6-phosphogluconate 
dehydrogenase, decarboxylating 1 
2 2 0.1 0.2 2.0 
Bv1_011870_sghe.t1 gi|306416861 Alcohol dehydrogenase 2 2 2 0.1 0.3 2.7 
KDHBv_S08615_278650.t1 gi|71000473 Adenosylhomocysteinase 6 6 0.1 0.2 3.1 
AMINO ACID METABOLISM 
      
Bv9_221970_kynh.t1 gi|225428336 Aminoacylase-1 2 2 0.0 0.1 5.4 
SIGNALING/REGULATION 
      
KDHBv_S04847_198070.t1 gi|147770307 Heat shock cognate protein 80  7 6 0.4 0.7 2.0 
KDHBv_S00519_207880.t1 gi|11131631 Calreticulin precursor  5 5 0.0 0.0 2.8 
KDHBv_S06794_244090.t1 gi|15234435 Calcium-dependent protein kinase 2 2 1.6 4.0 2.5 
TRANSPORT 
       
KDHBv_S05354_212150.t1 gi|303280251 Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.3 3 3 1.8 4.4 2.4 
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Proteins relatively enriched in +Fe DRM 
SIGNALING/ REGULATION 
      
KDHBv_S07778_263100.t1 gi|350536935 14-3-3-like protein D 5 3 0.4 0.1 0.1 
KDHBv_S01382_54610.t1 gi|225469784 14-3-3 protein 10  6 4 0.3 0.1 0.4 
KDHBv_S08502_276450.t1 gi|225469784 14-3-3-like protein GF14 kappa 5 2 0.5 0.2 0.5 
KDHBv_S02163_107980.t1 gi|462395986 14-3-3-like protein  9 4 1.2 0.5 0.4 
KDHBv_S12835_44330.t1 gi|8099063 14-3-3-like protein  9 4 0.9 0.4 0.5 
KDHBv_S18793_91550.t1 gi|291293221 14-3-3-like protein 8 2 0.8 0.4 0.5 
C METABOLISM 
       
KDHBv_S03064_144220.t1 gi|533474 Enolase 6 6 0.1 0.1 0.4 
UMSBv_S15244_100420.t1 gi|217074908 Pyruvate kinase, cytosolic isozyme 4 4 0.5 0.3 0.5 
PROTEIN SYNTHESIS 
       
KDHBv_S14321_60210.t1 gi|2245098 60S ribosomal protein L15  2 2 0.1 0.0 0.2 
KDHBv_S04688_194440.t1 gi|6015063 Elongation factor 1-delta 2 2 0.2 0.1 0.5 
KDHBv_S00113_26550.t1 gi|502160159 40S ribosomal protein S13  2 2 0.8 0.4 0.5 
KDHBv_S05482_215040.t1 gi|3986695 60S ribosomal protein L12-1  2 2 0.6 0.3 0.5 
TRANSPORT 
       
Bv5_108520_qgdi.t1 gi|15231867 Cation/H(+) antiporter 20 6 2 2.7 0.9 0.3 
KDHBv_S01806_86470.t1 gi|557546529 Potassium transporter 5 11 11 2.3 0.9 0.4 
LIPID METABOLISM 
       
Bv9_210020_rnuz.t1 gi|57157824 Long chain acyl-CoA synthetase 8 2 2 0.2 0.0 0.3 
CYTOSKELETON 
       
Bv1u_019010_zfif.t1 gi|8928423 Tubulin beta-1 chain 12 2 1.2 0.5 0.4 
UNKNOWN 
       
YMoBv_S01567_76960.t1 gi|561018287 
 
2 2 0.4 0.2 0.4 
Bv_00790_wmgy.t1 gi|215768932 
 
2 2 4.0 1.9 0.5 
Bv3_066760_yana.t1 gi|548841463   2 2 2.0 1.0 0.5 
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For ease of viewing, the log2DRM/PM ratios of Fe-deficient samples were plotted 
against those of Fe-sufficient samples (Figure 3B). This plot revealed that i) most of the 
proteins were not partitioned differentially as a consequence of Fe deficiency (black dots 
between the two diagonal lines) and ii) that among the 30 proteins changing significantly 
and above the threshold level (Table 3 and marked in red in Fig 3B), 11 were relatively 
more abundant in DRM of Fe-deficient plants (red dots above the diagonal), whereas 19 
proteins were relatively less abundant (red dots below the diagonal). 
Among the 11 more abundant proteins, two (the NRT1 transporter and a Ca-
dependent kinase, red dots in the upper right quadrant) were always enriched in the DRM 
but relatively more in Fe-deficient samples than in the controls, indicating a relative 
increase in their abundances, whereas nine (red dots in the lower left quadrant) were 
always depleted (washed) in the DRM but less in Fe-deficient samples than in the 
controls, suggesting that their association with DRMs was stronger in Fe-deficient 
conditions (Table 3). Within these nine “less washed” proteins, we confirmed the 
existence of a group of cytoplasmatic proteins related to metabolism that appears to be 
somehow more attached to PM in Fe-deficient conditions: these included the alcohol 
dehydrogenase 2 (ADH2), a 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGD), an 
adenosylhomocysteinase (SAHH), and an aminocyclase (Acy 1). ADH2 and 6PGD 
produce NADH and NADPH, respectively, and their relative increase may help to supply 
the increased demand of reducing power of the Fe uptake system, therefore establishing a 
link between the source of reducing power (cytoplasm) and the consumption place (PM). 
The other two proteins, SAHH and ACY 1, generate free homocysteine and aliphatic 
amino acids, and their relative increase may be related to the N recycling processes 
occurring in Fe-deficient roots (Rodríguez-Celma et al., 2011; Borlotti et al., 2012; 
Donnini et al., 2010). On the other hand, this analysis also revealed the relative 
enrichment in Fe-deficient DRMs of new players, including three proteins related to 
defense against oxidative stress (two heme binding peroxidases located in the 
extracellular region and the monodehydroascorbate reductase) and two chaperones 
(HSP80 and calreticulin). The fact that these proteins are more strongly attached to the 
PM in Fe-deficient conditions suggests a role for them in the Fe deficiency response. 
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Among the 19 proteins relatively less abundant in Fe-deficient DMRs, two unknowns 
were always enriched in the DRM but relatively more in the controls than in the Fe-
deficient samples (red dots in the upper right quadrant), whereas four were enriched in 
DRMs of control samples but depleted in those of Fe-deficient samples (red dots in the 
lower right quadrant) and 13 were always washed in DRMs but less in the controls than in 
the Fe-deficient samples (red dots in the lower left quadrant). Among these, we confirmed 
the Fe deficiency induced relative decreases of six 14-3-3 proteins, as well as in the K 
transporter 5 (POT5) and the cation/H+ exchanger 20 (CHX20), highlighting their 
possible implication in the regulation of the Fe-deficiency response as commented above. 
The role of 14-3-3 proteins in the signaling cascades of N, P and S nutrient deficiencies 
has already been postulated (Shin et al., 2011). However, our results clearly indicate that 
they also play a role in the Fe-deficiency signaling cascade. In addition, three ribosomal 
proteins (60S L15, 60S L12-1 and 40S S13) and an elongation factor (EF-1-delta) showed 
a relative decrease in Fe-deficient DRMs, suggesting that there are less membrane bound 
ribosomes in Fe-deficient samples, although their presence may also indicate some ER 
cross-contamination. Interestingly, relative decreases were also measured in two proteins, 
pyruvate kinase and enolase, that yield phosphoenolpyruvate as a product which contrast 
with the relative increase induced by Fe deficiency in the abundance of PEPC in PM. 
These decreases highlight the effect of Fe-deficiency on C metabolism and its complex 
regulation. Finally, relative decreases in Fe-deficient DMRs were also measured in a 
tubulin, an unknown protein, and in the long chain acyl-CoA synthetase 8. This latter 
decrease is in agreement with the decrease measured in PM lipids. 
It is also worth mentioning that when the 218 identified proteins showing differential 
DRM partitioning in any of the treatments (104 DRM-enriched, 114 DRM-non enriched) 
were classified by functions, the DRM-enriched subproteome had, when compared to the 
non-enriched DMR fraction, a larger number of proteins known to be detergent resistant, 
such as proteins assigned to transport (20%), membrane trafficking (18%) and signaling 
kinases, (28%) (Fig. S3). On the other hand, the number of proteins known to be 
detergent-labile, such as those involved in protein synthesis (4%) and general metabolism 
(5%) was lower in the DRM-enriched subproteome, accounting for almost 50% of the 
DRM-non enriched subproteome (Fig. S3). 
  
A shotgun proteomic approach reveals that Fe deficiency causes marked changes in the protein profiles 
of plasma membrane and detergent resistant microdomain preparations from Beta vulgaris roots 
 
 
- 115 - 
 
CONCLUSIONS 
The shotgun proteomic analysis of the PM and DRMs reveals that changes of 
proteins related to Fe uptake (which indeed remain hidden in the study due to limitations 
in their identification) are only the tip of the iceberg, with a large number of other 
changes occurring in PM upon Fe deficiency. These changes mainly reflect modifications 
in vesicular transport and in several signaling cascades, as well as in the associations of 
cytoplasmatic proteins with the PM. The latter changes appear to be closely linked with 
metabolic responses commonly reported to occur in Fe-deficient roots, such as increases 
in PEPC/TCA and changes in N assimilation. Results also highlight the role of the 14-3-3 
protein family in the Fe-deficiency signaling cascade, and point towards a relatively small 
number of candidates (six) as preferential targets for further studies. 
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ABSTRACT 
The aim of this work was to study the effect of Fe deficiency on the protein profile of 
phloem sap exudates from Brassica napus using 2-DE (IEF-SDS PAGE). The experiment 
was repeated thrice and two technical replicates per treatment were done. Phloem sap 
purity was assessed by measuring sugar concentrations. Two hundred sixty-three spots 
were consistently detected and 15.6% (41) of them showed significant changes in relative 
abundance (22 decreasing and 19 increasing) as a result of Fe deficiency. Among them, 
85% (35 spots), were unambiguously identified. Functional categories containing the 
largest number of protein species showing changes as a consequence of Fe deficiency 
were signaling and regulation (32%) and stress and redox homeostasis (17%). Phloem sap 
showed a higher oxidative stress and significant changes in the hormonal profile as a 
result of Fe deficiency. Results indicate that Fe deficiency elicits major changes in 
signaling pathways involving Ca and hormones, which are generally associated with 
flowering and developmental processes, causes an alteration in ROS homeostasis 
processes, and induces decreases in the abundances of proteins involved in sieve element 
repair, suggesting that Fe-deficient plants may have an impaired capacity to heal sieve 
elements upon injury. 
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INTRODUCTION 
Iron is an essential micronutrient for virtually all organisms. The biological 
importance of Fe lies in its versatile redox properties that make this metal crucial in 
electron transfer reactions, including those occurring during photosynthesis and 
respiration [1]. These same redox properties also cause free Fe to have limited 
bioavailability in oxygenic environments, especially in alkaline conditions, where it 
precipitates as insoluble oxi-hidroxydes [2]. Therefore, Fe deficiency is a risk for all 
living beings; according to the WHO (World Health Organization) over 30% of the 
world’s population are anaemic, many due to Fe deficiency, with anaemia affecting more 
people than any other condition [3].  These numbers are larger in resource-poor areas, 
where most of the human diet is plant-based. Regarding crops, it has been estimated that 
30% of the world’s arable land is calcareous, with limited Fe bioavailability for optimal 
plant growth [1]. These soil characteristics cause low Fe concentrations in edible plant 
parts and losses in crop yield and quality [4-6], therefore limiting Fe supply to the food 
chain. A better understanding of Fe acquisition and distribution within plants would help 
in designing strategies to overcome plant Fe deficiency and improve strategies for human 
and livestock Fe nutrition. 
The distribution of nutrients, including Fe, to developing organs of plants depends to 
a great extent on phloem transport. Unlike xylem, phloem is a living tissue composed of 
an intimately associated complex of two cell types, sieve elements that form the sieve 
tube, a cellular conduit that extends throughout the plant, and companion cells that 
nourish and support the sieve elements [7, 8]. Sieve elements are connected by perforated 
end walls known as sieve plates, and the connections between sieve elements and 
companion cells occur through branched plasmodesmata, which allow loading and 
unloading the sieve tubes with macromolecules [7]. The phloem sap is rich in sugars, and 
contains minerals, other organic compounds and small signalling molecules such as 
hormones, systemic wound signals and may contain even herbicides and pathogens [7]. 
Endogenous mRNAs are also transported in the phloem sap [9].  
Iron mobility in phloem sap depends on the plant species, the nutritional status of the 
plant and other factors [1]. It is generally accepted that Fe chelation in phloem sap is 
mandatory due to the poor solubility of Fe at the alkaline pH values typical of this fluid 
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(pH range from 7 to 8) and to Fe redox properties that would cause the generation of 
highly reactive oxygen species via Fenton reactions [10]. The specific compounds that 
facilitate phloem Fe transport are still not fully known. The general belief is that Fe could 
be transported as complexes with nicotianamine (NA), since several indirect Fe speciation 
studies indicate that the pH values of phloem sap are suitable for Fe-NA formation [11, 
12]. Accordingly, mutants defective in NA production display lower Fe concentration in 
reproductive organs [13] and YSL (Yellow Stripe Like) transporters able to transport Fe-
NA complexes have been described in Arabidopsis and Oryza sativa phloem vascular 
tissues [13]. However, the Fe(II)-NA complex has not been detected in the phloem sap of 
any Strategy I plant species so far [10]. In the phloem sap of O. sativa, Fe has been found 
predominantly associated with high molecular weight molecules (10-30 kDa) and with 
DMA (2′-deoxymugineic acid) [14]. Proteins are also suitable candidates for Fe transport 
in phloem sap. A protein capable of binding Fe, ITP (Iron Transporter Protein), was 
described in the phloem sap of Ricinus communis [15], and two low molecular weight Fe-
binding proteins have been recently identified in Lupinus texensis, although a functional 
role of these proteins in Fe transport is not likely [16]. 
The sieve tube system in higher plants is dependent upon protein import from 
companion cells to sieve elements in order to maintain a functional long-distance 
transport system [7, 17], and some of these proteins might be involved in Fe long distance 
transport. Proteomic studies in several plant species, including Brassica napus, have 
allowed drawing a comprehensive picture of the phloem sap protein profile [18-21]. Two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE) and LC-MS/MS have been used to separate 
soluble polypeptides from phloem sap obtained by using insect styllectomy (in Triticum 
aestivum [22] and O. sativa [18]), or sap exudation after incision in Cucurbita maxima 
[20, 23], R. communis [15, 24], B. napus [19], Cucumis sativus [25], poplar [26], Lupinus 
albus [21] and L. texensis [16]. More than a hundred polypeptides have been detected 
using these approaches [17], with the identified proteins being grouped into different 
classes, including sugar metabolism, signal transduction, redox regulation, protein 
metabolism, macromolecular trafficking, defence and cell structure [17, 27]. However, 
very few studies have focused on proteins related to metal homeostasis or transport. 
Therefore, the aim of this work was to investigate the changes induced by Fe deficiency 
in the protein profile of phloem sap exudates from B. napus using 2-DE IEF SDS-PAGE, 
and also to identify putative Fe binding proteins using Fe affinity chromatography and 
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then 1-DE gel electrophoresis in the fractions obtained. B. napus was chosen as model 
plant because of the ease in obtaining phloem exudates and its close phylogenetic 
relationship to the model plant species A. thaliana. 
MATERIALS AND METHODS 
Plant Material and Phloem Sap Collection 
B. napus cv. Drakkar plants were grown hydroponically in a controlled environment 
chamber, with a photosynthetic photon flux density at mid-plant height of 350 µmol m-2 
photosynthetically active radiation, 90% relative humidity and at a 15 h 22.5 °C/9 h 17.5 
°C day/night regime. Seeds were imbibed in water and placed in CYG germination 
pouches (Mega International, St Paul, MN, US) with approximately 15 mL water for 7 
days in the dark at room temperature. Seedlings were transplanted to 4 L plastic buckets 
(4 plants per bucket) for an additional 6 week period in a nutrient solution containing: (in 
mM) 2.5 KNO3, 2.5 Ca(NO3)2, 1 KH2PO4, 1 MgSO4, and (in µM) 25 CaCl2, 25 H3BO3, 5 
MnSO4, 2 ZnSO4, 0.3 CuSO4, 0.1 H2MoO4, 0.1 NiSO4, and 45 Fe(III)-EDTA. At this 
time plants started flowering, and the Fe-sufficient control (45 µM Fe(III)-EDTA) and 0 
µM Fe treatments were imposed. Nutrient solutions were changed weekly. 
Phloem exudates, thereafter referred to as phloem sap, were collected every day for 
one week starting one week after treatment onset. About 3 h after the beginning of the 
photoperiod, shallow incisions were made with a lancet device (BD, NJ, USA; using 
number 6 depth setting) at the base of the attached inflorescences, and droplets of phloem 
exudate were collected for approximately 30 min using a micropipette (Supporting 
Information Fig. S1). The first droplets were discarded to minimize contamination with 
other plant fluids. Samples were kept on ice during the entire collection period, and stored 
at -80 ºC until further analysis. The full experiment was repeated three times. 
The concentrations of glucose, fructose and sucrose in phloem sap samples were 
measured enzymatically using a sugar assay kit, K-SUFRG, (Megazyme International 
Ireland, Wicklow, Ireland) following the instructions provided by the manufacturer. 
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SPAD values from young fully expanded leaves were recorded at the sampling time, 
two weeks after treatment onset. Then, roots, leaves and flowers were sampled, fresh and 
dry weights recorded and mineral composition was analysed by ICP-OES [28]. 
Protein Extraction 
In each batch of plants, phloem sap exudates from all plants in a given treatment 
were pooled together and proteins were precipitated by adding four volumes of 0.1 M 
ammonium acetate in methanol containing 0.07% β mercaptoethanol. Samples were kept 
overnight at -20 ºC and centrifuged at 10000 x g for 10 min. The pellet was washed twice 
with cold methanol, dried with N2 gas and resuspended in a sample rehydration buffer 
containing 8 M urea, 2% (w/v) CHAPS, 50 mM DTT, 2 mM PMSF and 0.2% (v/v) IPG 
buffer pH 3-10 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). After rehydration, samples were 
incubated at 38 ºC for 1.5 h, centrifuged at 10000 x g for 10 min at 20ºC and filtered (0.45 
μm ultrafree-MC filters, Millipore, Bedford, USA).  Protein concentration in the samples 
was measured with the Bradford method, using microtiter plates, an Asys UVM 340 
(Biochrom Ltd, Cambridge, U.K.) spectrophotometer and BSA as standard. 
Bi-dimensional Electrophoresis 
Gels were made from three independent batches of plants with two technical 
replicates each (n=6). First dimension IEF separations were carried out in a Protean IEF 
Cell (BioRad, Hercules CA, USA) on 7 cm ReadyStrip IPG Strips (BioRad) with linear 
pH gradients 3-10. Strips were passively rehydrated for 16 h at 20ºC in 125 µL of 
rehydration buffer containing 80 µg of phloem sap proteins and a trace of bromophenol 
blue, and then transferred onto a strip electrophoresis tray. IEF was run at 20ºC, for a total 
of 14000 V h (20 min with a 0-250 V linear gradient, 2 h with a 250-4000 V linear 
gradient and 4000 V until 10000 V h). After IEF, strips were equilibrated for 10 min in 
equilibration solution I [6 M urea, 0.375 M Tris-HCl, pH 8.8, 2% (w/v) SDS, 20% (v/v) 
glycerol, 2% (w/v) DTT] and for another 10 min in equilibration solution II [6 M urea, 
0.375 M Tris-HCl pH 8.8, 2% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 2.5% (w/v) 
iodoacetamide]. 
For the second dimension SDS-PAGE, equilibrated IPG strips were placed on top of 
vertical 12% SDS-polyacrylamide gels (8 x 10 x 0.1 cm) and sealed with melted 0.5% 
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agarose in 50 mM Tris-HCl, pH 6.8, containing 0.1% SDS. SDS-PAGE was carried out at 
20 mA per gel for approximately 1.5 h, until the bromophenol blue reached the plate 
bottom, in a buffer containing 25 mM Tris, 192 mM glycine, and 0.1% SDS, at 4 ºC. Gels 
were subsequently stained with Coomassie-blue G-250 (Serva, Barcelona, Spain). 
Gel Image and Statistical Analysis 
Stained gels were scanned with an Epson Perfection 4990 Photo scanner at 600 dpi 
(Epson Corporation, Barcelona, Spain). Experimental Mr values were calculated by 
mobility comparisons with Precision Plus protein standard (BioRad) run in a separate lane 
on the SDS-gel, and pI was determined by using a 3-10 linear scale. Spot detection, gel 
matching and interclass analysis were performed with PDQuest 8.0 software (BioRad). 
First, normalized spot volumes based on total intensity of valid spots were calculated for 
each 2-DE gel and used for statistical calculations of protein abundance; for all spots 
present in the gels, pI, Mr, and normalized volumes (mean values and SD) were 
determined (Supporting Information Table S1). Only spots present in 100% of the 
replicates (all six gels) were considered as consistent and used in further analysis. The 
spots were also manually checked, and a consistent reproducibility between normalized 
spot volumes was found in the different replicates. Spots were considered to have 
significant differences in relative abundances using Student’s t-test (normal distribution 
and homoscedastic, p ≤ 0.05). PCA analyses were performed using IBM SPSS Statistics 
v. 20. Input data consisted of the normalized intensities of spots showing significant 
changes as a result of Fe deficiency using six replicates by treatment. Data were analyzed 
by univariate descriptive statistics using the covariance matrix without data rotation and 
factors were obtained by the regression method. 
Protein Metal Affinity Purification 
For affinity purification of Fe(III)-chelating proteins, a Hi-TRAP chelating HP 
column (bed volume, 1 mL; Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) containing 
chelating sepharose was rinsed with 5 mL of water before the matrix was loaded with 
Fe(III) ions by using 0.5 mL of 0.1 M FeCl3, according to the manufacturer’s instructions. 
The excess of metal was removed by washing with 5 mL of water followed by 
equilibration of the column with elution buffer containing 2.5 mM phosphate buffer, 62.5 
Effects of Fe deficiency on the protein profile of Brassica napus phloem sap 
 
 
- 133 - 
 
mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 7.4. Two hundred and fifty µL of pooled phloem 
exudate from different plants from one batch of plants was diluted in 0.5 mL 20 mM 
HEPES, pH 7.2, 0.15 mM NaCl, filtered and loaded to the column by recirculation for 30 
min. The column was washed with 5 mL of elution buffer and proteins were eluted with 1 
mL each of increasing concentrations of imidazole in elution buffer (100, 150, 200 and 
250 mM), and finally 5 mL of 400 mM imidazole. Proteins in the different fractions were 
precipitated and resuspended as described above, and then separated by 1-DE SDS-PAGE 
(15%) and silver stained.  The experiment was repeated three times (one per batch of 
plants). 
Protein in gel Digestion of 2-DE Spots and 1-DE Bands 
Spots from 2-DE gels were excised automatically using a spot cutter EXQuest 
(BioRad), and 1-DE bands were manually excised. Gel pieces were transferred to 500 µL 
Protein LoBind Eppendorf tubes, destained in 400 µL of 40% [v/v] acetonitrile (ACN) 
and 60% [v/v] 200 mM NH4HCO3 for 30 min and dehydrated in 100% ACN for 10 min. 
Gel pieces were dried at room temperature and then in gel digested with 15 µL trypsin 
solution (Sequencing Grade Modified Trypsin V511, Promega, Madison, WI, US; 0.1 µg 
μL−1 in 40 mM NH4HCO3/9% ACN). After incubation for 5 h at 37 °C, the reaction was 
stopped by adding 1 μL of 1% TFA. The peptide solution was then analyzed using mass 
spectrometry (MS). 
Protein Identification by Nano-Liquid Chromatography-Tandem 
Mass Spectrometry (nLC-ESI-MS/MS) 
Peptides present in 5 µL of sample were pre-concentrated on line onto a 300 µm i.d. 
x 5 mm, 5 µm particle size ZORBAX 300SB-C18 trap column (Agilent Technologies, 
Waldbronn, Germany), using a 100 μL min-1 flow rate of 3% ACN, 0.1% formic acid, in 
a nano-HPLC system 1200 series (Agilent Technologies). Backflow elution of peptides 
from the trap column was carried out, and separation done with a 75 µm i.d. x 150 mm, 
3.5 µm particle size ZORBAX 300SB-C18 column (Agilent Technologies), using a 300 
nL min-1 nano-flow rate and a 55 min linear gradient from solution 97% A (0.1% formic 
acid) to 90% of solution B (90% ACN, 0.1% formic acid). The nano-HPLC was 
connected to a HCT Ultra high-capacity ion trap (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) 
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using a PicoTip emitter (50 μm i.d., 8 μm tip i.d., New Objective, Woburn, MA, USA) 
and an on line nano-electrospray source. Capillary voltage was -1.8 kV in positive mode 
and a dry gas flow rate of 10 L min-1 was used with a temperature of 180 °C. MS data 
were acquired automatically using Hystar 3.2 software following a MS survey scan from 
50 to 3000 m/z at a resolution of 5500. The mass window for precursor ion selection was 
±0.15 m/z with an active exclusion after two spectra and release after 1.2 min for the 1 
most intense peptide. MS/MS spectra were sequentially and dynamically acquired in a 
scan from 300 to 1500 m/z with a maximum accumulation time of 750 ms depending on 
sample concentration. The fragmentation amplitude for MS/MS was 1 V. Singly charged 
ions and trypsin peptides were excluded from MS/MS analysis. Peak detection, 
deconvolution and processing were performed with Data Analysis 3.4 (Bruker Daltonics). 
Protein identification was carried out using the Mascot search engine (Matrix 
Science) and the non-redundant databases NCBInr 20140323 (38,032,689 sequences; 
13,525,028,931 residues) and Plants_EST EST_118 (159,961,158 sequences; 
28,266,719,646 residues). Search parameters were: monoisotopic mass accuracy, peptide 
mass tolerance ±0.2 Da, fragment mass tolerance ±0.6 Da, one allowed missed cleavage, 
allowed fixed modification carbamidomethylation (Cys), and variable modification 
oxidation (Met). Positive identification was assigned with Mascot scores above the 
threshold level (p<0.05), at least two identified peptides with a score above homology, 
10% sequence coverage and similar experimental and theoretical molecular weight and pI 
values. The list of peptides identified is shown in Tables S2 and S3 of the Supporting 
Information. We used the GO biological process annotation 
(http://www.geneontology.org) of the individual identified proteins and UniProt database 
information for manual classification into functional categories. 
Protein Identification by MALDI-TOF MS Analysis 
For MALDI-TOF MS, 0.5 μL of the matrix solution (5 mg α-cyano-4-
hydroxycinnamic-acid in 50% v/v ACN and 0.25 % w/v TFA) were placed onto the 
MALDI target and dried at RT. Then, 2 μL of the digested sample were applied on top, 
allowed to dry and topped with 0.5 μL of the matrix solution. Tryptic peptides were 
analyzed with a SHIMADZU AXIMA-CFR mass spectrometer (Shimadzu Scientific 
Effects of Fe deficiency on the protein profile of Brassica napus phloem sap 
 
 
- 135 - 
 
Instruments, Columbia, U.S.A.). Spectra acquisitions were done using AXIMA software 
(Shimadzu). 
Protein identification was performed by searching in the non-redundant NCBInr 
20120226 (17406376 sequences; 5965441494 residues), and Plants_EST EST_110 
(151512996 sequences; 26700120026 residues) databases, using the Mascot search 
engine (Matrix Science, London, UK) and the following parameters: monoisotopic mass 
accuracy, fragment mass tolerance ±0.6 Da; missed cleavages, 0 and 1; allowed variable 
modifications, oxidation (Met) and carbamidomethylation (Cys). Positive identification 
was retained with MASCOT scores above the threshold level (p<0.05), at least 5 peptides 
matched, sequence coverage above 20% and similar experimental and theoretical 
molecular weight and pI. The list of peptides identified is shown in Table S3 of the 
Supporting Information. 
Oxidative Stress Measurements 
ROS abundance in phloem sap samples was estimated using the 2′,7′-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) assay. Twenty µL of phloem sap were 
mixed with 200 µL TRIS-HCl buffer pH 7.2 containing 1 mM H2DCFDA (Sigma 
Chemicals, St Louis, MO, USA) in a microplate and incubated in the dark for 10 min at 
room temperature. Fluorescence was measured using a SPECTRAmax GEMINI XS 
Dual-Scanning Microplate spectrofluorometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 
USA). Data from phloem samples collected each day (n=7) were averaged, divided by the 
protein concentration and expressed as relative fluorescence units (RFU) per microgram 
of protein.  
Lipid peroxidation was assessed in roots, leaves and flowers using the 
malondialdehyde assay. Briefly, 0.1 g of tissue was homogenized with mortar and pestle 
on ice in 1 mL of 0.25% thiobarbituric acid (TBA) in 10% trichloroacetic acid (TCA). 
The slurry was centrifuged at 10,800 g for 25 min at 4 °C. Aliquots of 0.2 mL of the 
supernatant were supplemented with 0.8 mL of 20% TCA containing 0.25% TBA, the 
mixture was heated at 95°C for 30 min and then quickly cooled on ice. Samples were then 
centrifuged at 10,800 g for 10 min at 4 °C, and the absorbance of the supernatant was 
read at 532 nm. Non-specific absorption at 600 nm was subtracted from the reading at 
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532 nm. The concentration of MDA was calculated using an extinction coefficient of 155 
mM-1 cm-1. MDA concentration was measured in one batch of plants using roots from 
three plants (n=3) and leaves and flowers from four plants (n=4).  
Hormone Extraction and Analysis  
Cytokinins (trans-zeatin, tZ, zeatin riboside, ZR and isopentenyl adenine, iP), 
gibberellins (GA1, GA3 and GA4), indole-3-acetic acid (IAA), abscisic acid (ABA), 
salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA) and the ethylene precursor 1-aminocyclopropane-
1-carboxylic acid (ACC) were analysed according to [29] with some modifications. 
Phloem samples were filtered through 13 mm diameter Millex filters with 0.22 µm pore 
size nylon membrane (Millipore, Bedford, MA, USA). Ten µl of filtrated extract were 
injected in a U-HPLC-MS system consisting of an Accela Series U-HPLC (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) coupled to an Exactive mass spectrometer 
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) using a heated electrospray ionization 
(HESI) interface. Mass spectra were obtained using the Xcalibur software version 2.2 
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). For hormone quantification, calibration 
curves were built for each analyte (1, 10, 50, and 100 µg l-1) and corrected using 10 µg l-1 
deuterated internal standards. Recovery percentages ranged between 92 and 95%.  
RESULTS 
One week after treatment onset, the younger leaves of plants grown without Fe 
showed slight symptoms of Fe-induced chlorosis. At the end of the sampling period (two 
weeks after treatment onset), Fe deficient plants showed clear symptoms of yellowing in 
the younger fully developed leaves, which had SPAD values (ca. 24) 56% lower than the 
controls (ca. 55) (Supporting Information Fig. S1). Iron concentration in roots, leaves and 
flowers of Fe-deficient plants was 49, 68 and 84% lower, respectively, than those found 
in controls (Supporting Information Fig. S1). However, at this stage no significant 
differences in dry mass weight of the different plant parts were observed between 
treatments (Supporting Information Fig. S1).  
Protein Profile of Phloem Sap Exudates 
During the one-week collection period, the phloem sap exudation yield per plant was 
(mean ± SD) 115±7 µL and 211±38 µL in plants grown in Fe-sufficient and Fe-deficient 
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conditions, respectively (Supporting Information Table S4). Protein extraction yields in 
phloem exudates were 1.0±0.1 and 0.8±0.1 µg µL-1 in Fe-sufficient and Fe-deficient 
plants, respectively (Supporting Information Table S4). 
The concentrations of glucose, fructose and sucrose were measured to assess phloem 
sap purity (Table 1). Sucrose concentration in the phloem sap was ca. 380 mM 
irrespective of the Fe status, whereas glucose and fructose concentrations were in the 
range from 1.5 to 6.1 mM, and were slightly higher (1.2 and 1.6-fold, respectively) in the 
Fe-sufficient samples than in the Fe-deficient ones (Table 1). Therefore, reducing sugars 
accounted for 2.2 and 1.7% of the total sugars in Fe-sufficient and Fe-deficient samples, 
respectively. These values are indicative of highly pure phloem sap, and are similar to 
those obtained in other phloem sap studies [19, 30]. These results also indicate that there 
are no major differences in phloem sap purity between treatments. 
Table 1. Sugar concentrations in phloem sap samples. Sucrose, glucose and fructose (in mM) were 
measured enzymatically in Fe-sufficient and Fe-deficient phloem sap samples. Values are means ± SD 
(n=7). Different letters within a row indicate statistically significant differences (Student’s t-test, normal 
distribution, homoscedastic). 
 
Fe-sufficient Fe-deficient 
Glucose, mM 6.1 ± 0.4 b 5.0 ± 0.6 a 
Fructose, mM 2.4 ± 0.5 b 1.5 ± 0.3 a 
Sucrose, mM 374 ± 39 a 384 ± 54 a 
reducing sugars /total sugars 2.2 ± 0.3 b 1.7 ± 0.4 a 
Changes induced by Fe deficiency in the protein proﬁle of phloem sap extracts from 
B. napus plants were studied by 2-D IEF SDS-PAGE electrophoresis. Typical scans of 2-
DE gels obtained from phloem sap exudates of Fe-sufficient and Fe-deficient plants are 
shown in Fig. 1A,B, respectively. The average number of detected spots (mean ± SD) was 
327 ± 29 in Fe-sufficient and 326 ± 12 in Fe-deficient gels (Supporting Information Table 
S4). Approximately 95% of the spots were consistently found in all six replicates within 
each treatment. The total number of spots consistently detected in the whole experiment 
(present in all twelve gels) was 263. A composite averaged virtual map containing spots 
present in all gels is shown in Fig. 1C.  
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Table 2. Proteins identified in 2-DE IEF-SDS PAGE gels. Spots showing significant changes (t-Student’s test, p<0.05) in relative abundance in the 2-DE IEF-SDS PAGE 
gels from Fe-deficient and control plants were analyzed by LC-MS/MS. Positive identification was retained with Mascot scores above the threshold level (p≤0.05), at least 2 
identified peptides with a score (pep/ion) above homology, at least 10% sequence coverage (%Sq) and similar experimental and theoretical MW and pI. Changes in relative 
spot abundance in the Fe-deficient treatment when compared to controls are presented as fold changes (-Fe/+Fe ratio), when the ratios were lower than one the inverse was 
taken and the sign changed. Function was inferred from GO annotation (GO:P) and InterPro annotation. Spot number (as in Fig. 1), UniProt entries and InterPro domains 
for selected proteins are shown in columns 1, 3 and 13, respectively. For those proteins giving a positive identification using the Plant_EST database (marked in grey and 
italics in columns 2 and 3; EST entries in column 6), blast searches were run against the UniProt database and the closest match (using a threshold value of e-50, column 7) 
was assigned to the protein species. 
Spot 
number 
-Fe/+Fe 
Ratio 
UniProt 
entry 
Protein description Plant Species 
Mascot 
Score/pep
/ion 
% Sq 
Mw/pI 
th 
Mw/pI 
exp 
Go:P InterPro Domains 
Signaling/Regulation/Chaperones               
1 -45,1 P24525 cyclophilin, partial  B. napus 118/2/2 16 18.4/8.7 16.2/5.0 
protein folding 
(GO:0006457) 
Cyclophilin domains 
(IPR029000, IPR024936, 
IPR020892, IPR002130) 
2 -6,4 Q9XIE3 
17.6 kDa class I heat 
shock protein 1 
(AtHSP17.6A) 
A. thaliana 112/3/3 22 17.6/6.9 22.3/7.3 
protein folding 
(GO:0006457) 
A-crystallin/Hsp20_dom 
(IPR002068), HSP20-
like_chaperone (IPR008978) 
3 -2,0 R0G5H9 
CARUB_v10013951mg, 
partial [Capsella rubella] 
B. napus 252/4/3 17 31.0/8.7 40.8/7.6   WD 40 repeat (IPR020472) 
4 -1,6 D0QX06 flowering locus T B. napus 180/3/3 17 19.9/7.8 22.4/7.5 
positive 
regulation of 
flower 
development 
(GO:0009911) 
Phosphotidylethanolamine-
bd_CS (IPR001858), PtdEtn-
bd_prot_PEBP (IPR008914) 
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5 -1,5 D9J167 annexin 1 B. napus 709/17/14 46 36.3/5.3 42.9/6.1 
calcium-
dependent 
phospholipid 
binding 
(GO:0005544) 
Annexin domains (IPR001464, 
IPR009118, IPR018502, 
IPR018252) 
6 -1,3 P24525 cyclophilin, partial  B. napus 345/10/5 44 18.4/8.7 18.8/8.7 
protein folding 
(GO:0006457) 
Cyclophilin domains 
(IPR029000, IPR024936, 
IPR020892, IPR002130) 
7 1,3 Q9FT78 
p23 co-chaperone [A. 
thaliana] 
B. napus 313/5/5 17 29.0/4.6 35.5/4.5 
  
CS-like domain (IPR007052), 
HSP20-like chaperone 
(IPR008978) 
8 1,8 Q2QXT9 
GRF zinc finger family 
protein  
Oryza sativa 264/7/5 13 34.0/8.2 10.0/9.1   
Ubiquitin_dom(IPR000626), Znf
_GRF (IPR010666) 
9 1,9 Q03250 
glycine-rich RNA-binding 
protein 7 
A. thaliana 383/16/6 36 16.9/5.9 17.0/6.0 
DNA duplex 
unwinding 
(O:0032508) 
Nucleotide-bd_a/b_plait 
(IPR012677),  RRM_dom 
(IPR000504) 
10 2,0 Q9C9U8 
putative calcium-binding 
protein CML26  
A. thaliana 111/2/2 12 18.2/4.4 17.4/4.4 
biological 
process 
(GO:0008150) 
EF-hand-domains (IPR011992, 
IPR018247, IPR002048)  
11 2,2 V4M4B4 
hypothetical protein 
EUTSA_v10027974mg  
Eutrema 
salsugineum 
198/6/3 32 17.8/5.2 14.9/5.4 
phosphorelay 
signal 
transduction 
system 
(GO:0000160) 
Sig_transdc_His_kin_Hpt_dom 
(IPR008207) 
12 2,5 Q94AZ4 
putative calcium-binding 
protein CML13 [A. 
thaliana] 
B. napus 211/4/3 18 16.0/5.0 12.4/5.4 
biological 
process 
(GO:0008150) 
EF-hand-domains (IPR011992, 
IPR018247, IPR002048)  
13 6,2 Q39336 
guanine nucleotide-
binding protein subunit 
beta-like protein 
B. napus 246/4/4 19 36.2/8.1 38.4/8.4   
WD-40 repeat domains 
(IPR020472, IPR015943, 
IPR001680, IPR019775, 
IPR017986)  
Capítulo 5 
 
 
- 140 - 
 
Stress and Redox homeostasis                 
14 -6,2 D3G6Z8 glutathione S-transferase B. juncea 163/4/3 15 22.6/5.8 28.5/7.4 
glutathione 
metabolic 
process 
(GO:0006749) 
GST_domains (IPR010987, 
IPR004045, IPR004046), 
Thioredoxin-like_fold 
(IPR012336) 
15 -3,0 Q9LZ06 
glutathione S-transferase 
L3 [A. thaliana] 
B. rapa 237/7/5 24 25.2/6.2 30.5/5.7 
glutathione 
metabolic 
process 
(GO:0006749) 
GST_domains (IPR010987, 
PR004045), Thioredoxin-
like_fold (IPR012336) 
16 -1,9 Q9XF72 type 2 peroxiredoxin  B. rapa 555/18/9 80 17.5/5.4 22.3/6.2 
cell redox 
homeostasis 
(GO:0045454) 
Redoxin 
(IPR013740), Thioredoxin-
like_fold ( IPR012336)  
17 -1,6 Q8W3J6 ascorbate peroxidase  B. oleracea 208/4/4 22 27.9/5.6 29.7/5.9 
response to 
oxidative stress 
(GO:0006979) 
Asc_peroxidase (IPR002207, 
IPR019794), Haem_peroxidase 
(IPR010255, 
IPR002016), Peroxidases_heam-
ligand_BS (IPR019793) 
18 -1,4 O81865 
PHLOEM PROTEIN 2-
LIKE A1 [A. thaliana] 
B. napus 312/7/6 29 27.9/6.6 26.9/7.0 
protein 
targeting to 
membrane 
(GO:0006612) 
PP2-like (IPR025886) 
19 -1,2 O64432 thioredoxin H-type B. rapa 278/10/5 45 13.7/5.4 13.7/5.5 
cell redox 
homeostasis 
(GO:0045454) 
Thioredoxin (IPR005746, 
IPR012336, IPR017937, 
IPR013766) 
20 3,1 O82255 glutaredoxin-C13  A. thaliana 72/3/2 21 11.6/7.6 9.8/7.7 
cell redox 
homeostasis 
(GO:0045454) 
Glutaredoxin domains 
(IPR011905, IPR002109, 
IPR014025),Thioredoxin-
like_fold (IPR012336) 
C metabolism                   
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21 -3,2 Q9FUZ1 
S-adenosylmethionine 
synthase 2 
B. juncea 838/23/14 49 43.3/5.4 59.5/6.5 
one-carbon 
metabolic 
process 
(GO:0006730) 
 S-AdoMet_synthetase 
(IPR022636, 
IPR002133,IPR022628, 
IPR022629,IPR022630, 
IPR022631) 
22 -3,2 Q9SAJ4 phosphoglycerate kinase  A. thaliana 465/9/8 29 42.2/5.5 49.9/6.6 
glycolysis 
(GO:0006096) 
Phosphoglycerate_kinase 
(IPR001576, 
IPR015901,IPR015824) 
23 -1,8 Q9SKP6 triosephosphate isomerase  A. thaliana 320/5/4 18 33.6/7.7 30.5/6.1 
glycolysis 
(GO:0006096) 
Aldolase_TIM 
(IPR013785),Triosephosphate_is
omerase (IPR000652, 
IPR020861, IPR022896) 
24 -1,3 M1GDJ6 malate dehydrogenase  B. oleracea 719/36/13 49 36.0/6.1 44.6/7.0 
tricarboxylic 
acid cycle 
(GO:0006099) 
Malate_DH domains 
(IPR001557, 
IPR022383, IPR001236, 
IPR015955, IPR001252, 
IPR010945, IPR011274 ), 
NAD(P)-bd_dom (IPR016040) 
25 5,7 Q8LA78 
malate dehydrogenase, 
cytosolic  [A. thaliana] 
B. napus 135/3/2 12 23.9/8.4 11.2/8.2 
tricarboxylic 
acid cycle 
(GO:0006099) 
Malate_DH domains 
(IPR001557, 
IPR022383, IPR001236, 
IPR015955, IPR001252, 
IPR010945, IPR011274 ), 
NAD(P)-bd_dom (IPR016040) 
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26 1,7 J7GP93 
alcohol dehydrogenase 
class III 
B.oleracea 331/9/7 26 41.5/6.5 54.6/7.8 
oxidation-
reduction 
process 
(GO:0055114) 
ADH_domain (PR014183, 
IPR013149,IPR013154, 
IPR002085,IPR002328); GroES-
like (IPR011032);NAD(P)-
bd_dom (IPR016040) 
Proteolysis                   
27 -1,3 Q9SZD4 
26S proteasome AAA-
ATPase subunit RPT2a  
A. thaliana 208/4/4 15 49.6/5.9 56.2/5.8 
proteasome-
mediated 
ubiquitin-
dependent 
protein 
catabolic 
process 
(GO:0043161) 
26S_Psome_P45 (IPR005937), 
AAA+_ATPase (IPR003593, 
IPR003959, IPR003960, 
IPR027417) 
28 1,3 Q9AYS9 
Tat binding protein like 
protein  
B. rapa 
1078/26/1
9 
47 47.7/4.9 60.1/5.6 
protein 
catabolic 
process 
(GO:0030163) 
26S_Psome_P45 (IPR005937), 
AAA+_ATPase (IPR003593, 
IPR003959, IPR003960, 
IPR027417) 
29 1,5 Q39270 
cysteine proteinase 
inhibitor 
B. rapa 238/8/6 46 22.6/6.2 29.5/7.3 
negative 
regulation of 
endopeptidase 
activity 
(GO:0010951) 
Cystatin (IPR027214, 
IPR000010, IPR020381, 
IPR018073) 
Photosynthesis                   
30 -3,2 A8D0J3 
RuBisCO large subunit, 
partial  
B. oleracea  518/10/9 18 51.2/6.0 66.1/5.8 
photosynthesis 
(GO:0015979) 
RuBisCo_large_chain 
(IPR020878, IPR020888, 
IPR000685, IPR017443, 
IPR017444) 
31 -1,3 P05346 RuBisCO ssu precursor  B. napus 402/16/8 47 20.5/7.6 12.4/7.3 
photosynthesis 
(GO:0015979) 
RuBisCO_sc 
(IPR024681, IPR000894), 
RuBisCO_ssu_N (IPR024680) 
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32 -1,2 C6KEI7 RuBisCO large subunit  B. rapa  179/3/3 13 27.7/6.0 24.5/6.2 
photosynthesis 
(GO:0015979) 
RuBisCo_large_chain 
(IPR020888, IPR000685, 
IPR017443, IPR017444) 
Other/Unknown                   
33 1,3 Q03972 
hypothetical protein 
PHAVU_007G141900g 
Phaseolus 
vulgaris 
278/7/4 34 15.6/5.4 13.8/5.0 
oxygen 
transport 
(GO:0015671) 
Globin (IPR000971, IPR009050, 
IPR012292), Leghaemoglobin 
(IPR001032, IPR019824) 
34 3,3 V4LIU5 
hypothetical protein 
EUTSA_v10014975mg  
Eutrema 
salsugineum 
167/3/3 28 16.1/5.7 17.3/6.8 
actin filament 
depolymerizati
on 
(GO:0030042) 
ADF-domains (IPR002108, 
IPR029006, IPR017904) 
35 4,0 M4CJ83  
histidine-rich 
glycoprotein-like [B. 
rapa] 
B. rapa 106/4/2 16 17.2/6.9 33.2/7.9   None  
No id                     
36 -2,3             44.4/6.0     
37 1,5             17.7/4.7     
38 1,8     B. napus 71/1/1 8 17.6/8.0 10.5/5.6     
39 2,0             14.8/3.8     
More than 1 id                   
40 -4,5 O65327 superoxide dismutase  
Raphanus 
sativus 
135/6/4 12 23.8/6.0 27.1/6.8 
superoxide 
metabolic 
process 
(GO:0006801) 
Mn/Fe_SOD (IPR001189, 
IPR019833, IPR019832, 
IPR019831) 
40 -4,5 
XP_0042
97117.1 
proteasome subunit beta 
type-2-A-like  
Fragaria 
vesca  
134/3/3 15 24.4/7.8 27.1/6.8 
proteasome-
mediated 
ubiquitin-
dependent 
protein 
catabolic 
process 
(GO:0043161) 
Proteasome_bsu (IPR016050,  
IPR001353, 
IPR023333), Ntn_hydrolases 
(IPR029055)  
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41 2,4 D0V0B2 
O-acetylserine(thiol)lyase 
isoform A4 
B.rapa  216/4/3 13 34.0/5.5 40.9/6.3 
cellular amino 
acid 
biosynthetic 
process 
(GO:0008652) 
Cys_syntase domains 
(IPR005856, IPR005859, 
IPR001216),TrpB-like_PLP-dep 
(IPR001926) 
41 2,4 O04939 
hypothetical protein 
PHAVU_007G141900g 
Phaseolus 
vulgaris 
286/9/5 46 15.6/5.4 40.9/6.3 
oxygen 
transport 
(GO:0015671) 
Globin (IPR000971, IPR009050, 
IPR012292), Leghaemoglobin 
(IPR001032, IPR019824) 
 
Table 3. Proteins identified in 1-DE SDS PAGE gels. Proteins retained in the affinity column were eluted and fractions analyzed by 1-DE, silver stained and studied by 
mass spectrometry. Positive identification in nLC-MS/MS was retained with Mascot scores above the threshold level (p≤0.05), at least 2 identified peptides with a score 
(pep/ion) above homology, at least 10% sequence coverage (%Sq) and similar experimental and theoretical MW and pI. Positive identification in MALDI-TOF was retained 
with Mascot scores above the threshold level (p≤0.05), at least 5 matched peptides, at least 20% sequence coverage (%Sq) and similar experimental and theoretical MW and 
pI. Function was inferred from GO annotation (GO:P) and InterPro annotation. Band number (as in Fig. 4) and UniProt entries are shown in columns 1 and 2, respectively. 
Proteins reliably identified are marked in bold. 
Band 
Nuber 
UniProt 
entry 
Protein description Plant species 
Mascot 
score/pep/ion 
 % Sq Mw th Mw exp GO:P GO:F 
1 P56170 
metallothionein-like protein 
type 2, MT2-22 
B. juncea 63/7/- 45 8,0 14,2   
metal ion binding 
(GO:0046872) 
2 
Q39269 
metallothionein-like protein 
BIF98 
B. rapa 85/7/- 48 8,1 60,0 
 
metal ion binding 
(GO:0046872) 
O04921 
ferrochelatase-2, 
chloroplastic 
A. thaliana  69/13/5 13 56,6 60,0 
heme biosynthetic 
process (GO:0006783) 
metal ion binding 
(GO:0046872) Fe 
3 
Q6DBM8 metal tolerance protein B A. thaliana  92/8/- 20 42,3 45,5 
cation transport 
(GO:0006812) 
metal ion binding 
(GO:0046872) Zn 
B5KJ87 SUR 1 B. rapa 98/3/2 11 25,2 45,5 
celular aminoacid 
metabolic process 
(GO:0006520) 
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4 Q09052 
1-aminocyclopropane-1-
carboxylate oxidase 
B. juncea 156/14/- 53 36,4 38,3 
ethylene biosynthesis 
(GO:0009693) 
metal ion binding 
(GO:0046872) Fe 
5 
Q08507 
1-aminocyclopropane-1-
carboxylate oxidase 3 
Petunia hybrida  121/8/- 28 36,3 32,0 
ethylene biosynthesis 
(GO:0009693) 
metal ion binding 
(GO:0046872) Fe 
Q9LVL1 peroxidase 68 A. thaliana  88/6/- 13 35,6 32,0 
response to oxidative 
stress (GO:0006979) 
heme binding 
(GO:0020037) Fe 
6 Q9FIA7 
probable ferredoxin-4, 
chloroplastic 
A. thaliana  70/5/- 45 16,3 29,0 
electron transport chain 
(GO:0022900) 
iron sulfur cluster 
binding 
(GO:0051536) Fe 
7 Q5FAL8 putative phosphoesterase B. oleracea 189/18/- 41 43,7 16,0 
metabolic process 
(GO:0008152)   
8 P17650 
acyl carrier protein, 
chloroplastic 
B. napus  68/5/- 46 14,7 14,2 
lipid metabolic process 
(GO:0006629) 
  
9 
A9QA17  ubiquitin  Catharanthus roseus 150/2/2 18 15,5 4,0 
Ubiquitin conjugation 
pathway (GO:0010992) 
 
Q9ZSW0  tetra-ubiquitin  
Saccharum hybrid 
cultivar H32-8560 
94/2/2 10 34,2 4,0 
 
Q9SHE7 
ubiquitin-NEDD8-like 
protein RUB1 
Arabidopsis thaliana  94/3/2 19 17,4 4,0   
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When compared to Fe-sufficient plants, 16% (41) of the spots showed significant 
changes in relative abundances, 22 decreasing and 19 increasing (green and red circles, 
respectively, in Fig. 1C), as a result of the Fe deficiency treatment (Table 2). These 41 
spots were excised and analysed by MS, and 85 % of them (35 spots) were 
unambiguously identified (proteins complying with all the identification requirements; 
spots circled and numbered 1 to 35 in Fig. 1C and described in Table 2), whereas four 
spots did not yield any protein match (spots circled and numbered 36 to 39 in Fig. 1C). 
Two more spots yielded more than one protein species (spots circled and numbered 40 
and 41 in Fig. 1C; species found are listed in Table 2) and therefore were excluded from 
further biological interpretation.  
 
Figure 1. 2-DE IEF-SDS PAGE protein profile maps of phloem sap from B. napus plants. Proteins were 
separated in the first dimension in gel strips (7 cm) with a linear pH gradient 3-10 and in the second 
dimension in 12% acrylamide vertical gels (8 x 10 x 0.1 cm) and stained with Coomassie-blue G-250. Scans 
of typical gels of phloem sap from plants grown in Fe-sufficient and Fe-deficient conditions are shown in A 
and B, respectively. To facilitate visualization of the studied spots, a virtual composite image (C) was 
created containing the 263 consistent spots present in the gels. Spots whose relative abundances increased 
or decreased significantly (p ≤ 0.05) in the Fe-deficient treatment when compared to Fe-sufficient control 
are circled in red and green, respectively, in panel C. Numbers correspond to the identified protein species 
described in Table 2. 
A PCA analysis was run using all spots showing significant changes in relative 
abundance and samples from Fe-deficient plants were well separated from those of Fe 
sufficient plants (Fig. 2A).  
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Figure 2. A. Principal component analysis (PCA) analysis of phloem sap protein species changing in 
relative abundance as a result of Fe deficiency. Score scatter plot of PCA vector 1 (v1) vs. PCA vector 2 
(v2) of all protein species changing in relative abundance in the Fe-sufficient (green) and Fe-deficient (red) 
treatments. The percentage of variability explained by each vector is indicated in parenthesis in the 
corresponding axes. B. Distribution of proteins in phloem sap according to the function. Proteins 
showing significant changes in relative abundance as a result of Fe deficiency were analysed by mass 
spectrometry. Identified proteins were manually classified according to their functional categories based on 
their GO annotation and information contained in their UniProt database entry. 
Functional Classification of Identified Proteins 
The 35 identified protein species were manually classified according to their 
functional categories based on their GO annotation and information contained in their 
UniProt database entry (Fig. 2B and Table 2). Functional categories containing the largest 
number of protein species showing changes in relative abundance were signalling and 
regulation (32%, 13 protein species), stress and redox homeostasis (17%, 7 protein 
species) and C metabolism (15%, 6 protein species) followed by photosynthesis, 
proteolysis and unknown (7% each, 3 protein species each).  
In the “Signaling and regulation” category, six protein species decreased in relative 
abundance as a result of Fe deficiency: two chaperones [a cyclophilin (spots 1 and 6) and 
a HSP20-like chaperone (spot 2)], the flowering locus protein (spot 4), annexin 1 (spot 5), 
and a hypothetical protein containing a WD40 repeat (spot 3) (Table 2). On the other 
hand, seven protein species increased in relative abundance with Fe deficiency: a p23 co-
chaperone like protein (spot 7), a GRF Zn finger family protein (spot 8), the gly-rich 
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RNA binding protein 7 (spot 9), two putative Ca-binding proteins (spots 10 and 12), a 
hypothetical protein involved in phosphorelay signal transduction (spot 11) and a putative 
guanine nucleotide-binding protein subunit beta (spot 13) (Table 2).  
Most of the identified protein species within the “Stress and Redox Homeostasis” 
category decreased in relative abundance as a result of Fe deficiency whereas only one, 
identified as a glutaredoxin-C13 (spot 20), increased (Table 2).  Protein species 
decreasing in abundance were involved in gluthationation (gluthatione S-transferases, 
spots 14 and 15) and redox processes [a type 2 peroxyredoxin (spot 16), ascorbate 
peroxidase (spot 17), and thioredoxin H (spot 19)], and one more was identified as the 
phloem protein 2-likeA1 (spot 18). A similar pattern was found within proteins in the “C 
metabolism” category, with only two proteins increasing [a cytosolic malate 
dehydrogenase (spot 25) and an alcohol dehydrogenase class II (spot 26)] and four 
proteins decreasing in relative abundance as a result of Fe deficiency (Table 2). Proteins 
decreasing in relative abundance were specifically related to one carbon metabolism (S-
adenosylmethionine synthase 2, spot 21), glycolysis (phosphoglycerate kinase and triose 
phosphate isomerase, spots 22 and 23) and Krebs cycle (malate dehydrogenase, spot 24) 
(Table 2).  
With regard to those proteins related to proteolysis, the regulatory AAA-ATPase 
subunit RPT2a of the 26S proteasome (spot 27) decreased in relative abundance, whereas 
a regulatory subunit of the 26S proteasome (Tat binding protein like protein, spot 28) and 
a cysteine protease inhibitor (spot 29) increased (Table 2). Photosynthesis related proteins 
[the large subunit of RuBisCO (spots 30 and 32) and a RuBisCO ssu precursor (spot 31)] 
decreased in relative abundance as a result of Fe deficiency (Table 2). Finally, three 
hypothetical proteins increased in relative abundance as a result of Fe-deficiency. One of 
these (spot 33) belongs to the globin like superfamily that participates in oxygen transport 
and binds heme groups, the second (spot 34) is likely an actin filament depolymerization 
factor and the last one, a His rich glycoprotein-like (spot 35), does not have any known 
functions or conserved domains (Table 2). 
Protein Fe Affinity Purification 
The protein affinity experiment was repeated three times (one per batch of plants) 
and results were similar between batches. When phloem exudate from Fe-sufficient plants 
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was submitted to affinity chromatography with immobilized Fe, 1-DE SDS-PAGE and 
silver staining revealed one weakly retained band with an experimental molecular weight 
of 14.2 kDa that was eluted from the column in the first step (100 mM imidazole) of the 
elution gradient (Fig. 3A, Table 3). This protein was identified by MALDI-TOF as a 
metal binding metallothionein-like protein type 2 (band 1 in Fig. 3A and Table 3). 
 
Figure 3. 1-D SDS PAGE electrophoresis of fractions resulting from the Fe-affinity chromatography. 
Phloem sap exudate from Fe-sufficient (A) and Fe-deficient (B) plants was analyzed by Fe-affinity 
chromatography using Hi-TRAP chelating HP columns; proteins present in the eluted fractions were 
precipitated, resuspended and run in a 16% acrylamide SDS-PAGE.  Numbers in the left indicate 
molecular weight in kDa and numbers on top indicate the imidazole concentration (in mM) in the eluting 
fractions. Bands excised and studied by mass spectrometry are numbered from 1 to 9. 
Phloem sap exudates from Fe-deficient plants contained eight different bands, with 
molecular weights of 60.0, 45.5, 38.3, 32.0, 29.0, 16.0, 14.2 and 4.0 kDa (bands 2-9 in 
Fig. 3B and Table 3). Seven of them (bands 2-8) presented a similar elution pattern, 
appearing in the 100, 150, 200, 250 and 400 mM imidazole fractions, whereas one band 
(band 9) was only detected in the last elution step (400 mM imidazole). Protein species or 
mixtures of protein species complying with positive identification mass spectrometry 
criteria (Mascot score, number of peptides identified and sequence coverage) were 
identified in all bands (Table 3), but only seven protein species had similar molecular and 
theoretical molecular weights and were considered as reliably identified (proteins in bold 
in Table 3). These included a ferrochelatase-2 (band 2), a metal tolerance protein B (band 
3), 1-aminocyclopropane-1-1carboxylate oxidase (ACC oxidase, band 4), ACC oxidase 3 
(band 5), peroxidase 68 (band 5), a putatative ferredoxin 4 (band 6) and an acyl carrier 
protein (band 8). All but the last one have metal binding domains (Table 3). 
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Oxidative Stress Measurements 
The oxidative stress status of the plants was assessed by measuring lipid peroxidation 
in roots, leaves and flowers and the abundance of ROS in phloem sap. MDA 
concentration was higher in roots and flowers (1.5 and 1.7-fold) of Fe-deficient plants 
when compared to controls, whereas no differences between treatments were found in 
leaves (Table 4). In addition, total ROS concentration was higher (3.9- fold) in phloem 
sap from Fe-deficient plants than in that of controls (Table 4). 
Table 4. Oxidative stress status of plants. Malondialdehyde concentrations (µmol g FW -1) were 
measured using roots from three plants (n=3) and leaves and flowers from four plants (n=4) per 
treatment.  Total ROS [relative fluorescence units (RFU) µg protein-1] in phloem sap of Fe-sufficient and 
Fe-deficient plants were measured in samples collected every day during one week (n=7). Data are means 
± SD and different letters within the same row indicate significant changes (Student t-test, p<0.05). 
 Tissue 
Treatment 
Fe-sufficient Fe-deficient -Fe vs +Fe 
MDA 
(µmol g FW -1) 
Root 2.8 ± 0.3 a 4.1 ± 0.1 b 1.5 
Leaf 8.0 ± 0.3 a 9.0 ± 0.8 a 1.1 
Flower 9.1 ± 0.4 a 15.9 ± 0.9 b 1.7 
ROS 
(RFU µg protein-1) 
Phloem 499 ± 127 a 1925 ± 822 b 3.9 
 
Hormone Profiling 
Hormone concentrations were measured in phloem sap and eight hormones had 
significant differences in concentration between Fe-deficient and Fe-sufficient samples. 
Isopentenyl adenine was only detected in Fe-deficient samples (Table 5). Trans Zeatin, 
GA3, ABA and salycilic acid concentrations in phloem sap from Fe-deficient samples 
were 2.5-, 9.4-, 2.1- and 2.3-fold higher than in controls. On the other hand, ACC, GA1, 
IAA and jasmonic acid were between 50 and 60% lower in the phloem sap from Fe-
deficient plants than in that from the Fe-sufficient controls (Table 5). 
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Table 5- Hormone concentrations in phloem sap (in ng·mL-1) and in roots, leaves and flowers (in ng·g FW-1) of Fe-deficient and Fe-sufficient plants.  Hormone 
concentrations were measured in one batch of plants using tissues from four plants per treatment (n=4) harvested at the end of the treatment (one week) and phloem sap 
collected every day during one week (n=7). Data are means ± SD and bold values indicate significant changes (Student t-test, p<0.05). 
 
Phloem sap Root Leaf Flower 
 
 
+Fe -Fe +Fe -Fe +Fe -Fe +Fe -Fe 
 ACC 381.7 ± 36.4 157.7 ± 33.5 473.4 ± 91.1 2216.8 ±460.7 144.3  ±  111.4 784.0 ±  446.3 553.7 ± 127.5 1425.7 ± 275.2 
 
trans-Zeatin 141.8 ± 34.8 354.8 ± 38.8 169.6 ± 19.2 366.8 ± 110.8 134.3 ± 18.9 245.9 ±  33.7 497.6 ± 81.1 454.5 ± 75.4 
 
Zeatin riboside 10.6 ± 5.5 11.3 ± 3.8 ND ND ND ND 3.2 ± 0.8 1.9 ± 0.7 
 
Isopentenyl adenine ND 0.4 ± 0.3 3.1 ± 2.0 2.8 ± 1.1 0.1 ± 0.1 0.1 ± 0.1 1.1 ± 0.4 2.0 ± 1.2 
 
GA1 0.5 ± 0.3 0.2 ± 0.3 ND ND ND ND ND ND 
 
GA3 0.3 ± 0.7 2.4 ± 0.8 ND 0.03 ± 0.01 ND ND ND ND 
 
GA4 0.6 ± 0.5 0.6 ± 0.7 ND ND ND ND 1.9 ± 0.5 0.03 ± 0.02 
 
Indolacetic acid 10.5± 2.9 5.2± 2.5 13.2 ± 3.8 14.2 ± 7.6 1.8 ± 2.1 1.6 ± 0.2 4.6 ± 0.8 4.9 ± 0.9 
 
ABA 180.9 ± 37.4 388.5 ± 128.7 0.1 ± 0.1 0.1 ± 0.1 6.8 ± 1.1 3.7 ± 2.4 23.5 ± 4.8 24.5 ± 5.3 
 
Salycilic acid 22.9 ± 5.6 53.1 ± 22.3 66.7 ±38.6 29.9 ± 11.9 10.2 ± 4.8 15.8 ± 13.4 67.4 ± 14.0 51.3 ± 15.7 
 
Jasmonic acid 106.9 ± 17.9 55.8 ±  18.5 11.7 ± 2.4 8.4 ± 2.5 56.2 ± 14.3 18.9 ± 8.4 75.4 ± 10.6 87.4 ± 68.5 
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Overall, the hormone profile showed less marked changes as a result of Fe deficiency 
in plant tissues than in phloem sap (Table 5). ACC consistently presented higher 
concentrations in roots, leaves and flowers of Fe-deficient than in Fe-sufficient tissues 
(4.7-, 5.4- and 2.6-fold, respectively), whereas trans-zeatin was higher only in roots and 
leaves (2.2- and 1.8-fold, respectively) (Table 5). Other differences observed in Fe-
deficient when compared to Fe-sufficient tissues included a slightly higher GA3 
concentration in roots and lower concentrations of jasmonic acid in leaves and of GA4 in 
flowers (Table 5).  
DISCUSSION 
In the present study we have characterized the differences in the protein profile of 
phloem sap exudates from B. napus plants grown in hydroponics in Fe-deficient 
conditions when compared to control plants, with the aim of shedding light into processes 
that may be relevant in Fe homeostasis during long distance transport. Approximately 
16% of the consistent protein spots changed in relative abundance as a consequence of Fe 
deficiency, with 85% of them being unambiguously identified by nHPLC-tandem mass 
spectrometry. The metabolic pathways most affected by Fe deficiency were signaling and 
regulation and stress and redox homeostasis, accounting for 32 and 17% of the changes, 
respectively. Most of the protein species identified in this study have been described 
previously as components of phloem sap in different plant species, including B. napus 
[16, 19].  
Effects of Fe Deficiency in Signaling and Regulation 
Protein species decreasing in relative abundance in phloem sap as a result of Fe 
deficiency included the flowering locus T protein (FT, spot 4), which is known to be 
expressed in the leaf phloem sap, with the small protein moving as a long distance signal 
that promotes flower development [31, 32]. Decreases in flowering and fruit tree loads 
commonly occur in Fe-deficient plants [5]. Therefore, it is tempting to speculate that the 
decreased abundance of FT in B. napus might play a role in signaling in Fe deficiency 
and highlights this protein as an interesting target for future studies. 
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Three protein species involved in hormone signaling transduction increased in 
relative abundance with Fe deficiency, including the glycine-rich RNA binding protein 
(spot 9, AtGR-RBP7), a hypothetical protein (spot 11) and a guanine nucleotide binding 
protein subunit beta-like protein (spot 13). AtGR-RBP7 participates in mRNA alternative 
splicing of numerous targets during stress and has been associated with regulation of 
abscisic acid and stress responses [33-35]. AtGR-RBP7 is also a component of the 
flowering autonomous pathway that promotes floral transition [36]. The hypothetical 
protein (spot 11) contains a signal transduction His kinase phospho-transfer (Hpt) domain 
(IPR008207), and its ortholog in Arabidopsis (At5g39340) plays an important role in 
propagating cytokinin signal transduction [37]. The Arabidopsis ortholog of the guanine 
nucleotide binding protein subunit beta-like protein (spot 13), RACK1A (At1g18080) 
plays a role in the signal transduction pathways of multiple hormones and plays a 
regulatory role in developmental processes; loss of function of this gene affects flowering 
and alters sensitivity to gibberellin, abscisic acid and auxin [38]. On the other hand, 
changes induced by Fe-deficiency in the hormone profile affected a larger number of 
hormones in phloem sap than in other tissues such as roots, leaves and flowers (Table 5). 
The full significance of the Fe deficiency-induced hormone profile changes in the phloem 
sap is outside the scope of this paper and will be further studied in detail in future 
experiments. However, these changes and the increases in hormone signaling-related 
proteins support both the strong impact of Fe deficiency in hormone-mediated flower 
developmental processes and the importance of phloem sap as the conduit in signaling 
processes.  
 Fe deficiency also caused changes in abundance in several proteins involved in Ca-
signaling pathways. Two calmodulin-like proteins increased in abundance in phloem sap 
as a result of Fe deficiency, the calmodulin-like CML26 (spot 10) and CML13 (spot 12). 
CMLs are sensor relay proteins that alter downstream target activities via Ca-dependent 
protein-protein interactions [39] and are highly important in the regulation of plant 
development and stress responses [40]. For instance, some CMLs (AtCML23 and 24) 
have been described to inhibit the expression of the flowering locus C, a central repressor 
of flowering [41]. Another protein involved in Ca sensing and regulation of downstream 
ABA signaling pathways [42], annexin 1 (spot 5), decreased in relative abundance in Fe-
deficient phloem sap exudates. Annexin 1 also has peroxidase activity in a Ca and 
phospholipid dependent manner, and it is a heme containing protein [43]. In cotton, 
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annexin associates with callose synthase, and its peroxidase activity has prompted some 
authors to propose a role in the closure of SEs after injury [19]. However, its 
developmental expression pattern also suggests a role during development [44, 45].  
Proteins involved in protein folding also changed in relative abundance upon Fe 
deficiency. Because proteins are most likely produced in companion cells and imported to 
sieve elements, chaperones functioning in protein stability and refolding may be relevant 
in phloem sap. Two protein species (spots 1 and 6), identified as the same cyclophilin, 
decreased in relative abundance as a result of Fe deficiency; one of them showed the 
largest change, a 45-fold decrease, measured in this study. This partial cyclophilin has 
high similarity to the Arabidopsis AtCYP19-1/ROC3, which is highly expressed in stems 
and flowers [46]. Cyclophilins (CYP) facilitate protein folding by isomerization of 
peptide bonds, may function in signal transduction and some of them can be secreted 
[47]. On the other hand, cyclophilins can interact with cyclosposin A (CsA) and the 
complex inhibits the Ca/calmodulin-dependent phosphatase calcineurin [47], highlighting 
the importance of the Ca signaling pathway in the phloem sap of Fe-deficient plants. Two 
HSP20-like protein species either increased (co-chaperone p23, spot 7) or decreased (At-
HSP17.6A, spot 2) as a result of Fe deficiency. Synthesis of small HSPs is not specific to 
stress responses but also associated to the developmental program, and accordingly 
several HSP genes are highly expressed in developmental stages such as pollen and 
maturation among others [48]. At-HSP17.6A expression has been shown to be induced by 
heat and osmotic stress, as well as during seed development, and the protein may function 
in protecting cellular components during seed desiccation and subsequent rehydration 
[49]. 
Other changes in phloem sap signaling related protein species included a decrease in 
a protein containing five WD40 domains (InterPro, spot 3), which may cover a wide 
variety of functions including adaptor/regulatory modules in signal transduction, and an 
increase in a GRF Zn finger family protein (spot 8) containing an ubiquitin-like domain. 
Effects of Fe Deficiency in Redox Homeostasis 
In general, changes in the relative abundances of proteins related to stress and redox 
homeostasis suggest an impairment of the ROS detoxification system in the phloem sap. 
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Accordingly, total ROS in phloem sap as well as lipid peroxidation in roots and flowers 
were higher in Fe-deficient than in Fe-sufficient plants, pointing towards the existence of 
a higher oxidative stress, especially in the phloem sap, under Fe deficient conditions. 
Iron-deficiency induced a decrease in the relative intensity of a spot identified as 
ascorbate peroxidase (APX), a heme-containing enzyme. This suggests a diminished 
capability for hydrogen peroxide detoxification via the ascorbate-glutathione cycle. 
Decreases in APX have been also described in roots of Fe-deficient plants at the 
proteomic [50] and enzymatic activity levels [51]. Furthermore, a type two peroxiredoxin 
(spot 16), and a thioredoxin H-type protein (spot 19) also decreased as a result of Fe 
deficiency. Type two peroxiredoxins, which use thioredoxin or glutaredoxin as substrates, 
can also contribute to hydrogen peroxide removal [52] and therefore the decreases 
measured in the relative abundances of these two protein species (spots 16 and 19) 
support the existence of an impairment in hydrogen peroxide detoxification. In this 
functional category, only one protein species, glutaredoxin C13 (AtGrxC13/ROXY9, spot 
20) increased in abundance as a result of Fe deficiency. Although the specific function of 
AtGrxC13 is still not known, glutaredoxins are involved in the oxidative stress response 
in many different ways and its increase could be aimed to counteract the decrease of 
thioredoxin as a substrate for peroxiredoxin, catalyze the reduction of dehydroascorbate 
and/or mediate the post-translational modification of target proteins via 
glutathionylation/deglutathionylation [53, 54]. In spite of their roles in ROS 
detoxification, changes in protein species with oxidoreductase activity could be related to 
signaling or regulation: thioredoxin H is known to activate a number of cytosolic 
enzymes and furthermore a thioredoxin H (TrxH9) has been associated with inter-cellular 
communication and may be required for redox signaling [55]. Indeed, thioredoxin H is 
one of the most abundant proteins in phloem and is ubiquitous among plant species [16, 
20], making it tempting to speculate that changes in its pool may act as a long distance 
signaling mechanism during stress, including Fe deficiency.  
Effects of Fe Deficiency in Stress and Defense Protein Species 
Two spots decreasing in relative abundance as a result of Fe deficiency were 
identified as a gluthatione S transferase from B. juncea (spot 14) and GSTL3 from A. 
thaliana (spot 15). The closest Arabidopsis ortholog for the GST identified in B. juncea 
(spot 14) is GSTF9. GSTF9 belongs to the phi class, whose members usually have a 
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detoxification role by glutathionylation of xenobiotics, whereas GSTL3 belongs to the 
smaller lamda family that more likely catalyzes redox reactions involving GSH [56, 57]. 
GSTF9 and GSTL3 had been described to decrease and increase, respectively, as a result 
of Fe deficiency in roots of Prunus persica [58]. Although the implications of these 
changes in phloem sap need to be further studied, results indicate that GSTs might have a 
role in the responses to Fe deficiency and further support the existence of a redox 
imbalance in phloem sap.  
Finally, the phloem protein 2-like A1 (BnPPA2-A1, spot 18) also decreased in 
relative abundance as a result of Fe deficiency. This phloem lectin is similar to those 
described in cucumber and Arabidopsis where the gene is expressed in the phloem, 
predominantly in the companion cells [59]. Phloem lectins, among other roles in defense 
reactions, are probably involved in plugging sieve plates after injury [19]; indeed plants 
over-expressing the Arabidopsis AtPP2-A1 present more resistance to aphid feeding [60]. 
This result suggests an increased susceptibility to wounding under Fe deficiency. This 
hypothesis is further supported by the approximately 2-fold increase in phloem sap yield 
obtained in Fe-deficient plants when compared to the controls (Table S4).  
Other Changes 
Other changes worth mentioning in the phloem sap protein profile induced by Fe 
deficiency include a decrease in SAM2 (spot 21). A similar decrease in SAM 2 was 
observed in Fe-deficient Arabidopsis roots whereas an increase was reported for Cucumis 
sativus plants [50, 61]. Changes in proteins involved in SAM metabolism are consistently 
detected in proteomic studies of Fe-deficient plants and although the exact role of these 
changes is still speculative, results point towards a central role of SAM in Fe-deficiency 
responses [16, 50]. In phloem sap, two of the six AAA-ATPase regulatory subunits of the 
proteasome 26S changed in relative abundance, RPT2a decreased and RPT5a increased in 
relative abundance. A Fe deficiency induced reorganization of the proteasome 26S, 
involved in ATP-dependent degradation of ubiquitinated proteins, has already been 
described in roots of several plant species [62] and a similar situation appears to be true in 
phloem sap. Furthermore, RPT5 subunits are essential for gamethophyte development and 
are crucial in cell cycle progression [63] suggesting that changes observed here may be 
ultimately related to changes in developmental processes. 
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Fe Affinity Chromatography 
Fe chromatography allowed the identification of one Fe-binding protein in Fe-
sufficient phloem sap that was not detected by 2-DE, a metallothionein-like protein type 2 
(MT2-22). Type 2 metallothioneins have been previously described in phloem sap 
obtained from L. texensis, R. communis and O. sativa [16, 18, 24] and transcripts are high 
in phloem tissues [64]. This suggests a possible conserved role in this fluid, which may be 
related not only to metal homeostasis but also to ROS scavenging and/or participation in 
plant developmental processes [65]. The absence of this protein in the 2-DE experiment is 
most likely related to its low abundance, since the band obtained from the 
chromatographic fraction is very faint. 
Some of the protein species reliably identified in Fe-deficient phloem sap exudates 
after Fe affinity chromatography likely represent contamination, since three of them are 
annotated as chloroplastic (bands 2, 6 and 8) and one (MTPB, band 3) is a known 
membrane protein [66]. These observations are probably due to the significant enrichment 
of low abundance proteins during chromatography. The fact that these proteins were not 
detected in Fe-sufficient phloem sap samples reinforces our previous assessment that the 
sieve elements could be more fragile in Fe-deficient samples. The remaining three 
identified proteins, including two ACC oxidases (bands 4 and 5) and a peroxidase (band 
5) are Fe-binding proteins involved in ethylene synthesis and redox homeostasis, 
respectively. The presence of ACC oxidase in Fe-deficient phloem sap may explain the 
lower concentration of the ethylene precursor ACC when compared to control phloem 
sap. This decrease in ACC concentration in the phloem with Fe deficiency contrasts with 
the increases in ACC concentrations in roots, leaves and flowers (that are in line with the 
current view that ethylene is a hormone involved in the elicitation of the responses to Fe 
deficiency [67, 68]). ACC oxidase was not detected by the 2-DE approach, suggesting 
that either the abundance was very low or that changes were not statistically significant 
and therefore it was not analyzed. On the other hand, the identification of a peroxidase in 
Fe-deficient phloem sap is in agreement with the large number of proteins (seven) related 
to redox control in the 2-DE approach. The de novo detection in Fe-deficient samples of 
these proteins highlights the importance of phloem sap as a conduit for hormone signaling 
during Fe deficiency as well as the existence of a redox imbalance in Fe-deficient phloem 
sap.  
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Figure 4. Schematic model compiling changes induced by Fe-deficiency in phloem sap. Changes induced 
by Fe deficiency in phloem proteins identified by 2-DE (circles) or by affinity chromatography (rectangles), 
in ROS levels (star) and in metabolites including sugars and hormones (triangles) are depicted with green 
and orange backgrounds for relative decreases and increases, respectively. Grey backgrounds indicate no 
change and white background not measured. Thick arrows indicate the possible effects of these changes in 
three physiological aspects (flowering, sieve element closure and Fe signaling) with green and orange 
colors indicating inhibition and activation, respectively, and grey arrows indicating unclear relationship. 
Thin arrows (same color code as before) indicate possible interactions between the observed proteins 
and/or metabolites inferred from bibliographical references. Numbers indicate spot numbers as in Table 2 
and band numbers are as in Table 3. FT,  Flowering factor T; SE, sieve tube element; Fru, fructose; Glu, 
glucose; Suc, sucrose; ABA; abscisic acid; GB, gibberlerins; CK, cytokinins; ACC,; IAA, indoacetic acid; 
SA, salycilic acid; JA, jasmonic acid. 
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CONCLUSIONS 
An hypothetical model that compiles the major changes induced by Fe-deficiency in 
the phloem proteome and metabolome is depicted in Fig. 4. This model highlights that Fe 
deficiency induced changes in phloem sap composition may ultimately affect flowering, 
sieve element closure and allow for Fe deficiency signaling. Although the effect of Fe 
deficiency in these physiological processes has been previously hypothesized [5, 62, 67], 
our results indicate that phloem sap plays a role in their elicitation, and suggest targets -as 
well as possible interactions between them- that are good candidates for more detailed 
studies. Specifically, several results point towards an effect of Fe deficiency on flowering, 
including: i) a decrease in the flowering factor FT (spot 4) and an increase in a component 
of the flowering autonomous pathway (spot 9); ii) increases in CMLs (spots 10, 12) that 
have been related to flowering inhibition; iii) changes in the hormonal profile, and iv) an 
increase in ROS in phloem sap that per se may be part of signaling cascades. The 
impairment of sieve element sealing processes is inferred from the increased phloem yield 
obtained from Fe-deficient plants and the decreases in the phloem protein 2-like A1 (spot 
18) and an annexin (spot 5) involved in plugging sieve plates after injury. Altogether, 
increases in ROS levels as well as changes in the hormonal profile (especially in ACC) 
may constitute signaling components of the Fe deficiency response.  
Finally, this model also reflects that the increase in ROS levels can lead to protein 
damage (in line with the higher lipid peroxidation levels measured in Fe-deficient plants, 
Table 4) and this may be related to the increases measured in some proteolytic enzymes 
as well as in stress proteins such as GSTs (spots 14 and 15). It is also noteworthy that 
most of the proteins with unknown function, or which were not positively identified, 
increased in abundance as a result of Fe-deficiency, highlighting the still limited 
knowledge of the phloem sap proteome. 
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En cada uno de los capítulos anteriores se exponen los Materiales y Métodos 
específicos utilizados durante el desarrollo experimental de los mismos. En este capítulo 
solo se presenta un resumen general de dichos apartados.  
Material vegetal  
A lo largo del trabajo se han utilizado diferentes variedades vegetales: guisante, 
remolacha, Arabidopsis y colza. Cada una de ellas ha sido utilizada para un propósito 
concreto y en unas condiciones determinadas, tal y como se describe a continuación. 
Las plantas de guisante (Pisum sativum L., cv. Arvica, Praga, Republica Checa) se 
utilizaron para el estudio de las membranas del cloroplasto. Estas plantas se crecieron 
durante 10 días en arena, regadas con agua, en un invernadero y bajo un régimen de 16 
horas de luz (220 µmol m-2 s-1) y 8 horas de oscuridad a 21 ºC.  
Se utilizaron plantas de remolacha (Beta vulgaris cv Orbis) para el estudio del efecto 
de  la deficiencia de Fe en la PM de raíz, así como para comprobar el efecto de distintos 
niveles de toxicidad de Zn en las proteínas solubles de la raíz. Las plantas se cultivaron en 
cámaras de cultivo con condiciones de luz, humedad relativa y fotoperiodo controladas 
(Zouari et al., 2001). Las semillas de remolacha se germinaron en vermiculita en 
oscuridad durante 2 semanas. Posteriormente, se trasplantaron a hidroponía con una 
solución nutritiva completa control (“half-strength” Hoagland, referencia 35 capítulo 2), 
donde se mantuvieron durante dos semanas hasta que las plantas adquirieron un tamaño 
adecuado. Transcurrido ese periodo se iniciaron los tratamientos. La deficiencia de Fe se 
estudió en remolacha comparando tratamientos control [45 µM Fe(III)-EDTA] y 
deficiente (0 µM de Fe y 1 g l-1 CaCO3, pH 8,8) durante 10 días. Para el estudio de la 
toxicidad por Zn en remolacha, los tratamientos utilizados fueron 50, 100 y 300 µM 
ZnCl2 en la solución nutritiva, manteniendo 1,2 µM ZnCl2 como control.  
Las plantas de Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) y su mutante atfer1-3-4 se 
utilizaron para los estudios sobre los efectos de la mutación y el exceso de Fe en las 
flores. Las plantas se sembraron en suelo en macetas individuales. Se mantuvieron 2 días 
a 4 °C y luego se crecieron bajo condiciones controladas (16 h luz y 8 h oscuridad, 23 
°C). Las plantas se regaron una vez a la semana y el tratamiento de exceso de Fe se 
realizó suplementando la solución de riego con 2 mM Fe(III)-EDDHA. Las flores se 
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muestrearon cada dos días (seis veces) en 10 individuos de 4 semanas de edad. Las flores 
se congelaron directamente en N2 líquido y se guardaron a -80 °C hasta su posterior 
análisis.  
Las plantas de Brassica napus cv Drakkar se utilizaron para el estudio del perfil 
proteico de floema. Las plantas se crecieron en hidroponía en una cámara de cultivo de 
ambiente controlado, con una humedad relativa 90% y 15 h de luz a 22,5 ° C y 9 h de 
oscuridad a 17,5 °C en solución nutritiva completa (como se describe en el capítulo 4 de 
esta tesis) hasta su floración, momento en el que se establecieron los tratamientos: control 
[45 µM Fe(III)-EDTA] y deficiente en Fe (0 µM de Fe). Las muestras de floema se 
obtuvieron haciendo incisiones  poco profundas en la base de la inflorescencia con una 
lanceta (BD, NJ, USA) utilizando el número 6 de ajuste de profundidad. El muestreo se 
realizó todos los días durante una semana, comenzando 7 días tras de imponer los 
tratamientos y aproximadamente 3 horas después del inicio del fotoperiodo. Las muestras 
obtenidas se guardaron a -80ºC hasta su uso. 
Extracción de proteínas solubles de raíz 
 Las proteínas solubles de raíz de remolacha se obtuvieron utilizando un protocolo de 
extracción fenólica. Para la extracción se recogió material de dos raíces 
(aproximadamente 1 g de materia fresca). El tejido se pulverizó en un mortero en 
presencia de N2 líquido y se homogeneizó con fenol saturado en Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0) 
en presencia de 5 mM β-mercaptoetanol para evitar peroxidaciones. Después de 30 min 
en agitación a 4 ºC, el extracto crudo se filtró (PVDF, 0,45 μm) y centrifugó a 5.000 g 
durante 15 min a 4 ºC, separándose en dos fases. La fase fenólica (inferior) contiene las 
proteínas del extracto, y la acuosa (superior) los compuestos solubles en agua. A 
continuación, la fase fenólica se lavó con un volumen de Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0) 
saturado con fenol conteniendo 5 mM β-mercaptoetanol. La incubación para el lavado y 
la separación de las fases se realizó como se ha descrito anteriormente. La nueva fase 
fenólica limpia se recogió y las proteínas presentes se precipitaron en frío con una 
solución 0,1 M de acetato amónico en metanol, y se incubaron toda la noche a -20ºC para 
asegurarse su precipitación completa. El precipitado proteico se recuperó por 
centrifugación y se lavó tres veces con metanol hasta la desaparición del olor a fenol. 
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Finalmente, el precipitado se secó bajo corriente de N2 y las proteínas se resuspendieron 
utilizando un buffer de rehidratación para 2-DE (8 M urea, 2% (p/v) CHAPS, 50 mM 
DTT, 2 mM PMSF y 0,2% (v/v) IPG buffer pH 3-10) durante 2,5 h a 38ºC. Para evitar la 
presencia de agregados no solubilizados la muestra se centrifugó durante 10 min a 15.000 
g y se filtró (PVDF, 0,45 μm). La concentración de proteínas se midió mediante el 
método de Bradford. 
Extracción de proteínas de membrana plasmática 
Las fracciones de proteínas de membrana plasmática de raíz se obtuvieron por medio 
de una extracción en doble fase de polímeros usando dextrano y polietilenglicol (Susín et 
al., 1996). Las raíces de remolacha se muestrearon en fresco y se homogenizaron con 4 
volúmenes de tampón de extracción. El homogeneizado se filtró y  centrifugó a 10.000 g, 
y el sobrenadante resultante  se volvió a centrifugar a 50.000 g para obtener la fracción 
microsomal. El precipitado correspondiente a dicha fracción se resuspendió en tampón 
fosfato en presencia de sacarosa y se aplicó en el sistema de doble fase de polímeros. La 
composición de la mezcla de polímeros fue de 6,5% de cada uno de ellos conteniendo 
KCl 3,5 mM. Se utilizaron tres pasos de purificación, utilizando fase inferior nueva hasta 
lograr un color blanco opaco en la fase superior. Las vesículas de membrana plasmática 
que se encuentran en la fase superior se lavaron dos veces con tampón HEPES, se 
resuspendieron y se guardaron a -80 ºC hasta su posterior uso. La pureza se estimó 
mediante microscopía electrónica de trasmisión utilizando una tinción con ácido 
fosfotúngstico que es específica de la MP, y además se realizaron medidas de actividades 
enzimáticas de citocromo C oxidasa, V-ATPasa y H-ATPasa, representativas de la 
contaminación mitocondrial y tonoplástica y como medida de enriquecimiento de 
membrana plasmática, respectivamente. 
Extracción de proteínas de envoltura de cloroplasto 
La fracción de proteínas de cloroplasto de guisante se obtuvo por medio de un 
fraccionamiento subcelular seguido de una separación en gradiente de sacarosa según 
Waegemann et al. (1995). Inicialmente se realiza un aislamiento de cloroplastos intactos 
mediante un gradiente de percoll y luego los cloroplastos son lisados por choque 
osmótico para obtener las diferentes subfracciones en un gradiente de sacarosa. Los 
precipitados obtenidos, tanto de membrana interna como externa, se resuspendieron en 10 
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mM de NaPO4 pH 7,9 y se conservaron a -80 ºC hasta su posterior análisis. El trabajo se 
realizó durante una estancia en colaboración con un laboratorio especializado en el tema, 
el de la Dra. Philippar en la Universidad de Munich, Alemania. 
Separación de proteínas por electroforesis 
Los extractos proteicos se separaron mediante electroforesis bidimensional 
desnaturalizante (IEF-SDS/PAGE) según los métodos descritos en (Rodríguez-Celma et 
al., 2011). Las proteínas de la muestra se separaron de acuerdo a su punto isoeléctrico 
utilizando tiras IPG ReadyStrip de Bio-Rad, y los gradientes de pH fueron optimizados 
para cada una de las muestras analizadas. Las tiras se rehidrataron toda la noche a 20 ºC 
con un volumen de 125 μL conteniendo diferentes cantidades de proteínas (según la 
muestra). Las proteínas se focalizaron a 20 ºC, hasta un total de 14.000 V.h. Después de 
la primera dimensión, las tiras de IEF se equilibraron y se sometieron a un proceso de 
reducción y alquilación. La segunda dimensión, SDS-PAGE, se realizó en geles de 
acrilamida al 12% de 8 x 10 x 0.1 cm durante aproximadamente 1,5 h a 20 mA por gel a 4 
ºC. La composición del tampón de electroforesis fue Tris-Base 25 mM, 1,92 M de glicina 
y 0,1% de SDS. Los geles obtenidos fueron teñidos con Coomassie coloidal (Coomassie 
G-250, SERVA). 
Análisis de imagen y estadístico 
Los geles bidimensionales obtenidos se escanearon y analizaron con el software 
PDQuest 8.0 (Bio-Rad). Para el estudio de las envolturas cloroplásticas, de la toxicidad 
por Zn y del floema de Brassica napus solo fueron tenidos en cuenta los spots 
consistentes entre las muestras biológicas (aquellos presentes en el 100% de los geles de 
al menos un tratamiento). Las diferencias significativas se determinaron utilizando la 
prueba t individual para cada spot (p<0,05). También se utilizaron métodos estadísticos 
multivariantes como el PCA (Principal Component Analysis) o el PLS (Partial Least 
Squares) para estudiar la distribución de los cambios observados. En el trabajo realizado 
con flores de Arabidopsis se asignaron como consistentes los spots que estaban presentes 
en al menos el 80% de los geles de un tratamiento. Los valores que faltaban fueron 
estimados utilizando el algoritmo seqKNN con el programa R 2.7.0. Para la comparación 
entre tratamientos se utilizó la prueba-t con una confianza de p < 0,1 y un cambio de 
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abundancia por encima de 2. El análisis multivariante se realizó usando el SPSS v.15 
(SPSS Inc., Chicago, USA).  
Identificación de proteínas 
Las proteínas separadas por electroforesis se recuperaron del gel y se sometieron a 
una digestión tríptica según Rodríguez-Celma et al., (2013). Una vez digeridas, su 
identificación se realizó por nanoLC-MS/MS [nano-HPLC 1200 (Agilent), acoplado a un 
HCT-Esquire (Bruker Daltoniks)], utilizando como motor de búsqueda Mascot (p<0.05). 
Los protocolos de separación cromatográfica, adquisición de espectros y de búsqueda de 
homologías en bases de datos fueron los mismos en todos los experimentos (Capítulos 2 
al 6). Las identificaciones fueron consideradas positivas cuando el pI y peso molecular 
experimental y teórico fueron similares, la cobertura de la proteína fue superior a 10% y 
se identificaron más de 2 péptidos pertenecientes a la misma proteína.  
Separación, cuantificación e identificación de proteínas por nanoLC-MS/MS 
Los extractos proteicos de las envolturas cloroplásticas y de la PM se estudiaron 
utilizando una técnica proteómica de alto rendimiento, “shotgun proteomics”. En ambos 
estudios, se utilizaron 5 µg de proteína que se aplicaron en un gel monodimensional. La 
electroforesis solo se desarrolló durante 5 minutos aproximadamente para garantizar que 
las proteínas estuvieran dentro del gel pero sin ser separadas. La parte superior del carril 
electroforético se cortó y se fijaron las proteínas al gel. Posteriormente las proteínas se 
redujeron y alquilaron con DTT y iodoacetamida, respectivamente y luego se digieren 
con tripsina. Los péptidos obtenidos se purificaron con una Zip-Tip y se inyectaron en un 
nanoLC acoplado a un espectrómetro de masas de alta resolución LTQ-Orbitrap. Los 
espectros obtenidos se procesaron con el software Progenesis, que permite la 
identificación y cuantificación de proteínas presentes en la muestra siguiendo las 
instrucciones del fabricante. En todos los casos la identificación se realizó con el motor 
de búsqueda Mascot utilizando la base de datos NCBI para las muestras de envolturas de 
guisante y, para la PM de raíz una base de datos específica de remolacha que incluye una 
compilación de los datos publicados en el genoma de remolacha 
(http://bvseq.molgen.mpg.de) y las secuencias de especies de Beta contenidas en UniProt. 
El trabajo se realizó en colaboración con un laboratorio del Prof. Uemura en la 
Universidad de Iwate en Morioka, Japón. 
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Lipidómica 
Las muestras de membrana plasmática se sometieron a un análisis de componentes 
lipídicos. Se realizó una extracción de lípidos mediante cloroformo/metanol. Las muestras 
obtenidas se analizaron por espectrometría de masas en el servicio de Lipidómica de la 
División de Biología de la Universidad de Kansas, E.E.U.U. 
Medidas de estrés oxidativo 
La concentración de malondialdehído se determinó homogenizando 0,1 g de tejido de 
la raíz con mortero en frío en presencia de 1 ml de 0,25% de ácido tiobarbitúrico (TBA) y 
10% de ácido tricloroacético (TCA). La suspensión obtenida se centrifugó a 10.800 g 
durante 25 min a 4 °C. Se tomó una alícuota de 0,2 ml del sobrenadante y se añadieron 
0,8 ml de una solución que contiene de 20% TCA, 0,5% de TBA, la mezcla se calentó a 
95 °C durante 30 min y luego se enfrió rápidamente en hielo. Las muestras se 
centrifugaron a 10.800 g durante 10 min a 4 °C, y la absorbancia del sobrenadante se leyó 
a 532 nm. La absorbancia no específica obtenida a 600 nm se restó de la lectura a 532 nm. 
La concentración de MDA se calculó usando el coeficiente de extinción molar (155 mM-1 
cm-1) y se utilizó como estimación de la peroxidación lipídica. Los niveles de ROS en 
floema se midieron utilizando el ensayo con 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
(H2DCFDA) assay (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA). 
Medidas de concentración de hormonas 
La extracción y medida de la concentración de hormonas se realizó según Albacete et 
al. (2008) con algunas modificaciones, en colaboración con el Dr. Albacete del CEBAS-
CSIC en Murcia. Las muestras de floema se filtraron (0,22 µm; Millipore, Bedford, MA, 
EE.UU.) y un volumen de 10 µl se inyectó en un sistema de U-HPLC-MS consistente en 
un Accela Serie U-HPLC (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) acoplado a 
un Exactive (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), con una interfaz “heated 
electrospray ionization” (HESI). Los espectros de masas obtenidos se analizaron con el  
software Xcalibur 2.2 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). 
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Microscopía electrónica 
La tinción de sección con ácido fosfotúngstico (PTA) se utilizó como un control de 
pureza para PM (Susín et al., 1996). El trabajo se realizó en una Estancia en la 
Universidad de Córdoba con el Dr. González-Reyes. Las muestras de las fracciones 
microsomales y preparados PM purificados fueron fijadas en glutaraldehído al 2,5% en 
tampón cacodilato de sodio 0,1M a pH 6,8 durante 24 horas y a 4ºC, y se realizó un paso 
de postfijación con tetróxido de Os al 1%. La deshidratación se realizó con etanol, 
aumentando sucesivamente su concentración en lavados de 30 minutos cada uno, y el 
último paso del 100% se realizó 3 veces. La inclusión se realizó utilizando la resina 
EPON Embed-812 (EMS; E.E.U.U.) (Óxido de propileno:resina de 2:1; 1:1 y 1:2). 
Después de este período, las muestras fueron transferidas a resina pura durante 24 h y los 
bloques se dejaron polimerizar a 65º C durante 48 h. Los bloques se cortaron con un 
grosor de 40-60 nm utilizando un ultramicrotomo Reichert Ultracut (Reichert, Viena, 
Austria). Los cortes se colocaron en una rejilla de Ni, se incubaron durante 30 min en 
ácido periódico al1% y, a continuación, se tiñeron con 1% de PTA en 10% ácido crómico 
durante 30 min. Las secciones se fotografiaron en un microscopio electrónico Jeol JEM 
1400 (Jeol, Tokio, Japón). Se tomaron al menos 12 fotografías para cada tratamiento 
utilizando tres réplicas biológicas, y la pureza de la PM se estimó por planimetría como se 
describe en Serrano et al. (1994). 
Las fracciones de DRM se obtuvieron en la estancia en la Universidad de Iwate, 
Japón, de acuerdo con el método de Peskan et al. (2000) como se describe en Takahashi 
et al. (2013). Partiendo de 800 µg de PM, las proteínas se precipitaron mediante 
centrifugación a 231.000 g durante 35 min y se resuspendieron en 1,08 ml de 10 mM 
Mops-KOH (pH 7.3), 2 mM EGTA y 250 mM sacarosa. Se añadió una alícuota (120 µl) 
de 10% (w/v) de Triton X-100 en tampón TED conteniendo 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 3 
mM EGTA, DTT 1 mM a la suspensión de PM (1:15 proteína: relación de detergente), y 
la mezcla de PM-TX-100 se incubó en hielo durante 30 min. Después de esta incubación 
se añadieron 4,8 ml de 65% (w/w) de sacarosa en tampón TED y se mezclaron. Se formó 
un gradiente de sacarosa mediante la adición de sacarosa al 48, 35, 30, y 5% (w/w)  en 
Tampón TED, y el conjunto se centrifugó a 141.000 g y 4 °C durante 20 h, utilizando un 
rotor basculante P28S (Hitachi Koki, Tokio, Japón). Después de la centrifugación, se 
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recogió la banda blanca en la interfase de las capas de sacarosa de 30 y 35%, se diluyó 
con el tampón Mops descrito anteriormente, se precipitaron por centrifugación a 231.000 
g durante 50 min y posteriormente se resuspendieron en tampón Mops y la fracción 
obtenida fue designada como DRM.  
Cromatografía de afinidad 
La purificación por afinidad de proteínas con sitios de unión a Fe(III) se realizó en 
una columna que contiene sepharosa quelante (volumen 1 mL; Amersham Biosciences, 
Uppsala, Sweden) cargada con 0,5 ml de 0,1 M FeCl3, de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. El exceso de metal se eliminó lavando con agua y posteriormente se 
equilibró la columna con el tampón de elución que contiene 2,5 mM de tampón de fosfato 
pH 7,4, NaCl 62,5 mM, imidazol 10 mM. Una alícuota de 250 µl de floema (de varias 
plantas de la misma tanda) se diluyó en 0,5 ml de 20 mM HEPES pH 7,2, 0,15 mM NaCl, 
se filtró y se  cargó en la columna mediante recirculación durante 30 min. La columna se 
lavó con 5 ml de tampón de elución y las proteínas se eluyeron con 1 ml de 
concentraciones crecientes de imidazol en tampón de elución (100, 150, 200 y 250 mM), 
y finalmente 5 ml de imidazol 400 mM. Las proteínas en las diferentes fracciones se 
precipitaron y se resuspendieron para realizar la electroforesis 1-DE y posteriormente se 
tiñeron con plata. El experimento se repitió tres veces, utilizando diferentes tandas de 
plantas. 
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9 Discusión integral de los resultados 
El estudio de la homeostasis de metales en plantas sometidas a estreses nutricionales 
nos permite elucidar los mecanismos concretos implicados en el mantenimiento de las 
concentraciones internas de metales dentro del rango fisiológico. Con el objeto de obtener 
la mayor información posible, en esta tesis se ha utilizado un abordaje proteómico, 
utilizando varios estreses nutricionales (deficiencia de Fe o exceso de Zn), varios 
proteomas (raíz, floema), y distintas aproximaciones experimentales (electroforesis 
bidimensional y shotgun).  
9.1 Caracterización de los cambios producidos por toxicidades leve, 
moderada y severa de Zn en el proteoma de la raíz de remolacha. 
Para cumplimentar este objetivo se realizó un estudio de proteómica diferencial 
utilizando técnicas de electroforesis 2-DE en raíces de plantas de remolacha. Se 
cultivaron plantas en hidroponía con cuatro concentraciones diferentes de Zn en la 
solución nutritiva, 1,2 (control), 50 (toxicidad leve), 100 (toxicidad moderada) y 300 µM 
(toxicidad severa). Los resultados obtenidos permitieron mejorar el conocimiento sobre 
las diferentes respuestas que ocurren en la raíz de las plantas de remolacha cuando se 
someten a toxicidad de Zn, las cuales varían dependiendo de la concentración de este 
elemento en el medio de cultivo (Gutierrez-Carbonell et al., 2013). 
El número de especies proteicas cuya abundancia relativa se vio afectada en 
comparación con el control fue similar con las toxicidades leve y moderada de Zn, 
mientras que fue mayor con la toxicidad severa. En los tres tratamientos, más del 60% de 
los cambios consistieron en disminuciones en la abundancia relativa de especies 
proteicas, lo que sugiere una disfunción progresiva de los procesos metabólicos con el 
exceso de Zn. Además, un 61% de las proteínas que presentaron cambios en abundancia 
relativa contienen en su secuencia un dominio de unión a metal, lo que indica una 
alteración significativa de la homeostasis de metales como resultado de la toxicidad por 
Zn. Diez de las proteínas identificadas presentaron un punto isoeléctrico teórico mayor al 
experimental, lo que podría indicar que modificaciones proteicas que afectan a la carga 
podrían estar jugando un papel en la respuesta a la toxicidad de Zn. Por consiguiente, 
estas diez proteínas son candidatos interesantes para futuros estudios. En general, las rutas 
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metabólicas más afectadas por el exceso de Zn fueron las relacionadas con procesos 
energéticos, metabolismo de carbohidratos y estrés oxidativo.  
Los resultados de este estudio indican claramente que el metabolismo energético, y 
especialmente la fosforilación oxidativa, se ven afectados en gran medida por la toxicidad 
de Zn, y además que este efecto es más intenso conforme aumenta la concentración de Zn 
en la solución nutritiva. Específicamente, se observaron disminuciones de abundancia en 
proteínas de los complejos I y V de la cadena de transporte electrónico. El hecho de que 
varias de estas proteínas contengan centros Fe-S sugiere una disminución de la 
disponibilidad de Fe, probablemente causada por la competencia entre Fe y Zn a nivel de 
transportadores moleculares (Sagardoy et al., 2009). De forma similar, se ha demostrado 
que las raíces de plantas deficientes en Fe también presentan un reordenamiento de la 
cadena de transporte electrónico, con disminuciones claras en la abundancia del complejo 
I (Vigani et al., 2009, 2012). Una deficiencia de Fe inducida por toxicidad de Zn ha sido 
propuesta previamente para explicar algunos de los efectos de la toxicidad de Zn, tanto en 
hojas como en raíces (Sagardoy et al., 2009, 2010, 2011; Fukao et al., 2011). Más aún, en 
remolachas cultivadas en condiciones de toxicidad leve de Zn, similares a las utilizadas 
en nuestro trabajo, se han descrito aumentos en la actividad de la reductasa férrica de raíz 
y disminuciones en la concentración de Fe en hojas que corroboran la existencia de una 
deficiencia en Fe (Sagardoy et al., 2009). Por otro lado, en raíces de Arabidopsis 
cultivada con 300 µM de Zn también se han descrito aumentos en proteínas implicadas en 
la adquisición de Fe y descensos en la concentración de Fe tanto en hoja como en raíz 
(Fukao et al., 2011). Varios autores han propuesto que el exceso de Zn afecta 
directamente a procesos de transferencia de electrones, alterando así la homeostasis redox 
(Cuypers et al., 2001; Remans et al., 2012). Independientemente de cual sea la causa del 
descenso de abundancia relativa en proteínas relacionadas con procesos energéticos, ello 
conlleva dos consecuencias claras. En primer lugar, existe una disminución en la 
producción de energía en forma de ATP, lo que concuerda claramente con la disminución 
en el crecimiento de estas plantas, tanto mayor cuanto mayor es el exceso de Zn 
(Sagardoy et al., 2009). En segundo lugar, la alteración de la cadena de transporte 
electrónico causaría un aumento de radicales libres que concuerda con los cambios en 
distintas proteínas relacionadas con defensa ante el estrés oxidativo y en el aumento de la 
peroxidación lipídica observados tanto en este trabajo (Gutierrez-Carbonell et al., 2013) 
como en otros recientes (Cuypers et al., 2001; Remans et al., 2012). 
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El metabolismo de carbohidratos fue la segunda ruta metabólica más afectada por la 
toxicidad de Zn, especialmente en condiciones de toxicidad severa. Este resultado 
concuerda con un estudio previo en remolacha, que mostró marcadas diferencias en el 
metabolismo de carboxilatos en plantas cultivadas con altas concentraciones de Zn y 
cambios moderados en otras cultivadas con concentraciones bajas o moderadas de Zn 
(Sagardoy et al., 2010). Nuestros resultados indican que las toxicidades leve y moderada 
por Zn causan un ligero aumento de la glicólisis. Sin embargo, en toxicidad moderada ya 
comienza a producirse un desacoplamiento entre la glicólisis y el ciclo de Krebs, asociado 
a la fuerte disminución (98%) en la dihidrolipoamida deshidrogenasa, que forma parte del 
complejo de la piruvato deshidrogenasa y alimenta con piruvato el ciclo de Krebs. En el 
tratamiento de toxicidad severa, además del citado desacoplamiento entre el ciclo de 
Krebs y glicólisis, se observaron disminuciones en las abundancias relativas de enzimas 
tanto de la glicólisis como del ciclo de Krebs, indicando la existencia de una disminución 
en la actividad de estas rutas metabólicas. En general, podemos concluir que en toxicidad 
severa de Zn existe una pérdida de funcionalidad de la respiración aeróbica, ya que se 
observaron disminuciones de abundancia relativa en proteínas participantes en todos los 
pasos del proceso, incluyendo la glicólisis, la piruvato deshidrogenasa, el ciclo de Krebs, 
la cadena de transporte de electrones y la fosforilación oxidativa. 
Por último, a pesar de que el Zn no es un metal redox activo, la toxicidad de Zn 
también alteró procesos relacionados con la defensa ante el estrés oxidativo, 
especialmente en condiciones de toxicidad severa. Como se ha comentado previamente, 
el deterioro de la cadena respiratoria mitocondrial puede conducir potencialmente a la 
generación de radicales superóxido, y por lo tanto al estrés oxidativo. En la toxicidad 
severa se observaron disminuciones de abundancia en varias peroxidasas que intervienen 
en la detoxificación del peróxido de hidrogeno y un aumento en la Cu-Zn superóxido 
dismutasa que lo genera, sugiriendo una posible acumulación de dicho compuesto en las 
raíces. Además, se observaron aumentos de abundancia en varias especies proteicas del 
tipo “germin” (GLP), todas ellas anotadas como proteínas con sitio de unión a Mn y 
probablemente con función superóxido-dismutasa, que también pueden contribuir 
potencialmente a la acumulación de peróxido de hidrógeno (Bernier y Berna, 2001; 
Dunwell et al., 2004; Khuri et al., 2001). Aumentos similares en la abundancia relativa de 
GLPs con sitios de unión a Mn se han descrito en fracciones microsomales de raíces de 
Arabidopsis cultivadas con 300 μM Zn (Fukao et al., 2011). Estos cambios, que parecen 
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estar conservados entre especies, pueden indicar el desplazamiento del Mn por Zn en el 
sitio activo del enzima, lo que conduciría a una pérdida de funcionalidad y, por tanto, a 
alteraciones del equilibrio redox. Estudios anteriores ya mostraban alteraciones tanto en 
las actividades de enzimas antioxidantes como en sus niveles de transcripción en raíces 
cultivadas en toxicidad de Zn (Remans et al., 2012; Cuypers et al., 2001, 2002). En la 
Figura 1 se muestran los principales cambios observados en las rutas metabólicas de las 
raíces de remolacha afectadas por deficiencia de Fe. 
 
Figura 1. Esquema de las rutas metabólicas afectadas por la toxicidad de Zn. Los números 
corresponden con la numeración de las proteínas en la Tabla 1 del capítulo 2. Con fondos naranja, verde y 
azul se muestran los números de las proteínas que aumentan, disminuyen y desaparecen, respectivamente, 
en los distintos tratamientos por efecto de la toxicidad de Zn. 
En conclusión, nuestro estudio sugiere que los cambios metabólicos observados con 
la toxicidad severa de Zn reflejan muerte celular y están en concordancia con la acusada 
disminución del crecimiento observado en estas plantas, especialmente en sus raíces. Por 
el contrario, los cambios observados en las toxicidades leve y moderada de Zn pueden 
indicar la existencia de una reprogramación metabólica encaminada a suplir las 
necesidades energéticas de la planta. Los resultados también indican que la competición 
del Zn con otros metales, principalmente con el Fe, puede contribuir a la aparición de 
algunos de los síntomas de la toxicidad de Zn, ya que casi dos terceras partes de las 
proteínas que muestran cambios en su abundancia presentan dominios de unión a metal. 
9.2 Caracterización de los cambios producidos por la deficiencia de 
Fe en el proteoma y lipidoma de la membrana plasmática de la raíz 
de remolacha. 
Este objetivo se desarrolló utilizando plantas de remolacha cultivadas en condiciones 
control y en deficiencia de Fe en presencia de CaCO3 durante 10 días. Los extractos 
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enriquecidos en proteínas de membrana plasmática (PM) se analizaron utilizando 
“shotgun proteomics”. Además, a partir de las muestras de PM se obtuvieron extractos de 
membranas resistentes a Tritón X-100 (DRM, “detergent resistant membranes”)  y 
extractos lipídicos con el fin de estudiar sus cambios en condiciones de deficiencia de Fe. 
Las muestras de PM utilizadas para nuestro estudio presentaban una alta pureza. Las 
actividades enzimáticas de  la citocromo C oxidasa y la V-ATPasa se utilizaron como 
marcadores de contaminación por membrana mitocondrial y tonoplasto, respectivamente; 
los extractos de PM no presentaron actividad detectable del marcador mitocondrial 
mientras que la contaminación por tonoplasto fue inferior al 5,5%. Además, medidas de 
microscopía electrónica de las preparaciones de PM [teñidas con ácido fosfotúngstico 
(PTA), que tiñe únicamente la PM]  indicaron un 94,4±1,7 y un 93,9±2,0% de pureza en 
muestras controles y deficientes de Fe, respectivamente. En la Figura 2 se muestran 
ejemplos de las imágenes obtenidas. 
 
Figura 2. Microscopía electrónica de muestras teñidas con ácido fosfotúngstico (PTA). A y C, 
micrografías de fracciones microsomales de raíces de plantas control y deficientes en Fe, respectivamente. 
B y D, micrografías de muestras de  membrana plasmática de raíces de plantas control y deficientes en Fe, 
respectivamente. Con flechas rojas se marcan las vesículas de membrana plasmática, más abundantes en 
los extractos purificados, y con flechas azules se muestran las vesículas de otras membranas. 
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En nuestro experimento se identificaron un total de 545 proteínas como resultado del 
análisis de 6 réplicas biológicas de PM para cada uno de los tratamientos (control y 
deficiente en Fe) y otras 4 réplicas biológicas de microdominios de membranas (DRM) 
para cada tratamiento (control y deficiente en Fe). 
La deficiencia de Fe causó cambios en la abundancia de 135 proteínas en la PM de la 
raíz de remolacha. Entre ellas, 52 se identificaron y cuantificaron con dos o más péptidos 
y además presentaron un cambio de abundancia relativa superior a dos veces (8 
aumentaron y 44 disminuyeron). Los cambios encontrados se encuadran en varias 
categorías funcionales, principalmente en las de señalización, transporte general y 
transporte vesicular, que representaron 23, 15 y 14% de los cambios, respectivamente. 
El mayor aumento causado por la deficiencia de Fe se encontró en una proteína 
identificada como HIPL1, que pertenece a la familia de la glucosa deshidrogenasa. 
Aunque su función no está bien descrita, se sabe que participa en el desarrollo radicular, 
la pared celular y la adhesión (Borner et al., 2003). Otra proteína que aumentó en 
abundancia participa en la síntesis de sesquiterpenos, y aunque no ha sido descrita en PM 
se podría pensar que está relacionada con cambios en la composición lipídica. La PEPC, 
que también aumenta en la MP con la deficiencia de Fe, se ha descrito que está 
involucrada en la respuesta de la planta a la deficiencia de Fe y es una enzima citosólica 
que juega un papel fundamental en la fijación anaplerótica de C en dicha deficiencia 
(López-Millán et al., 2000). El hecho de encontrar la PEPC en estas muestras 
enriquecidas en MP nos sugiere que su funcionamiento puede requerir una unión a la 
membrana que aún no ha sido caracterizada. 
Entre las 44 proteínas que disminuyeron en abundancia por efecto de la deficiencia 
de Fe, 12 están relacionadas con la señalización, ocho con el transporte y seis con el 
transporte mediado por vesículas. Entre las proteínas relacionadas con la señalización, 
cinco de ellas son quinasas, lo que sugiere que los procesos relacionados con fosforilación 
a nivel de membrana juegan un papel fundamental en las cascadas de señalización 
activadas por el efecto de la deficiencia de Fe. El transporte de iones a nivel de membrana 
también se vio severamente afectado por la deficiencia de Fe, y varias proteínas 
relacionadas con el transporte de K, amonio y nitrato disminuyeron en abundancia 
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relativa. Se ha descrito una disminución en los niveles de K en plantas deficientes de Fe 
(López-Millán et al., 2001).  
Varias proteínas relacionadas con el tráfico endocelular y la secreción disminuyeron 
en abundancia por efecto de la deficiencia de Fe. Entre ellas, Sec3A y Sec8 intervienen en 
la exocitosis de diferentes compuestos a través de la PM. También disminuyó en 
intensidad una proteína involucrada en el trasporte y distribución de auxina y una proteína 
relacionada con la fusión de vesículas a la PM. Este resultado es indicativo de la 
influencia de la deficiencia de Fe en la interacción entre la PM y la mayoría de los 
sistemas de membrana del interior de la célula.  
La deficiencia de Fe causó una disminución de un 20% en la cantidad de lípidos 
asociados a membranas. Esta disminución fue debida en mayor medida a tres tipos de 
fosfolípidos: fosfatidilglicerol (30%), fosfatidiletanolamina (20%) y derivados del ácido 
fosfatídico (PA, 35%). También se observaron disminuciones en algunos galactolípidos y 
otros fosfolípidos. Todos estos cambios llevarían a una disminución de la fluidez de la 
membrana, lo que a su vez puede alterar otros procesos tales como la formación de 
vesículas (Kooijman et al., 2003). Este resultado está en concordancia con las 
disminuciones observadas en proteínas relacionadas con la secreción y tráfico 
endocelular. Además, se sabe que el PA puede actuar en procesos de señalización celular 
como segundo mensajero, lo que nos lleva a pensar que los cambios en la composición de 
lipídica de la membrana también pueden afectar a procesos de señalización de membrana. 
En total, 316 proteínas mostraron cambios significativos en su abundancia en las 
DRM por efecto de la deficiencia de Fe. Entre ellas, 175 fueron identificadas y 
cuantificadas con dos o más péptidos y sólo 68 mostraron un cambio de abundancia 
mayor de dos veces. Las categorías funcionales a las que pertenecen estas proteínas son 
similares a las observadas en la membrana plasmática, con el 26, 15 y 10% de los 
cambios siendo asignados a proteínas de señalización, transporte y tráfico de membranas, 
respectivamente. Este resultado, similar en cuanto a porcentaje y funcionalidad de las 
proteínas, nos sugiere que la deficiencia de Fe causa un efecto similar en ambas 
fracciones. El hecho de que en los DRM se observen más proteínas que presentan 
cambios significativos (68 vs. 52 en PM) puede deberse a que los DRM son muestras 
menos complejas, lo que facilita la identificación y cuantificación de las proteínas. 
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De entre los 68 cambios observados, 42 son comunes con los observados en PM y 
siguen la misma tendencia (en aumento o disminución). Los restantes 26 cambios (22 
disminuyen y 4 aumentan) lo hacen solamente en las DRM. Las cuatro proteínas que 
aumentan en intensidad sólo en las DRM incluyen dos proteínas con función desconocida 
y otras dos cuya función está relacionada con regulación de la metilación y la producción 
de NADH. Su incremento exclusivamente en DRM puede estar relacionado con la 
necesidad de la asociación de estas proteínas a otras proteínas de membrana para su 
funcionamiento. De entre las 22 proteínas que disminuyen en intensidad sólo en las 
DRM, nueve están relacionadas con la señalización, dos con el transporte vesicular, y dos 
con transporte de hexosas y Ca. Seis de las nueve proteínas que se relacionan con la 
señalización son “14-3-3-like”, que se unen a proteínas fosforiladas, y su disminución 
podría estar relacionada con la disminución observada en varias quinasas de la MP. 
Además, las proteínas “14-3-3-like” regulan el metabolismo del C y N, usando como 
blancos la nitrato reductasa, la PEPC y varias enzimas del TCA (Díaz et al., 2011; Shin et 
al., 2011). Un trabajo de fosfoproteómica en raíces de Arabidopsis deficientes en Fe 
también describe la importancia de la fosforilaciones en la regulación de las principales 
rutas del metabolismo de carbohidratos durante la deficiencia de Fe (Lan et al., 2012). 
Para evaluar si hay cambios cuantitativos en la partición de cada proteína en DMR 
como consecuencia de la deficiencia de Fe, se analizaron los cambios en las proporciones 
DRM/MP tanto en condiciones control como de deficiencia de Fe. En este análisis, 402 
de las 545 proteínas detectadas presentaron cambios significativos (p ≤ 0,05) en al menos 
uno de los dos tratamientos. Un total de 218 de las proteínas fueron identificadas y 
cuantificadas con al menos dos péptidos, y de ellas 30 presentaron un cambio superior a 
dos [(DRM/MP) en -Fe vs (DRM/MP) en +Fe]. De entre las proteínas diferenciales, 11 
fueron relativamente más abundantes en el DRM de las plantas deficientes, mientras que 
19 proteínas fueron relativamente menos abundantes. 
De entre las 11 proteínas que fueron relativamente más abundantes en el DRM de las 
plantas deficientes, dos (el transportador NRT1 y una quinasa dependiente de Ca) se 
encontraron enriquecidas en DRMs de los dos tratamientos pero más en el deficiente. 
Mientras que las otras 9 proteínas se “lavaron” menos en los DRM de plantas deficientes 
que en los DRMs control y por tanto su enriquecimiento relativo aumentó, lo que sugiere 
que su asociación con DRM es más fuerte en condiciones de deficiencia de Fe. Al 
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estudiar estas nueve proteínas se confirmó la existencia de un grupo de proteínas 
citoplasmáticas relacionado con el metabolismo que parece estar de alguna manera más 
unida a la MP en condiciones de deficiencia de Fe. Dos de ellas, la alcohol 
deshidrogenasa 2 (ADH2) y una 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD) producen 
NADH y NADPH, respectivamente, y podrían suplir las necesidades de poder reductor 
requeridas para el funcionamiento del mecanismo de adquisición de Fe. Otras dos 
proteínas, adenosilhomocisteinasa (SAHH) y aminociclasa (ACY 1), generan 
homocisteína libre y aminoácidos alifáticos, y su aumento relativo puede estar 
relacionado con los procesos de reciclaje de N que ocurren en raíces deficientes en Fe 
(Rodríguez-Celma et al., 2011, 2013). Este análisis también reveló el enriquecimiento 
relativo en las DRM de plantas deficientes de tres proteínas relacionadas con la defensa 
contra el estrés oxidativo y dos chaperonas. El hecho de que estas proteínas estén más 
fuertemente unidas a la MP en condiciones de deficiencia en Fe sugiere que juegan un 
papel en la respuesta a la deficiencia de Fe. 
Entre las 19 proteínas relativamente más enriquecidas en los DMR de plantas control, 
dos se encontraron enriquecidas en los dos tratamientos  pero más en control que en 
deficiencia de Fe, otras cuatro se encontraron enriquecidas en DRMs de plantas controles 
pero disminuyeron en DRMs de plantas deficientes, y las restantes 13 se encontraron más 
“lavadas” en DRMs de plantas deficientes que en DRMs de plantas control. Estos 
resultados confirmaron que la deficiencia de Fe causa disminuciones relativas en seis 
proteínas “14-3-3”, así como en el transportador de K+  (POT5) y el catión/H+ 
intercambiador 20 (CHX20), destacando su posible implicación en la regulación de la 
respuesta a la deficiencia de Fe que se ha discutido anteriormente. Además, tres proteínas 
ribosomales (60S L15, 60S L12-1 y 40S S13) y un factor de elongación (EF-1-delta) 
mostraron una disminución relativa en los DRM de plantas deficientes, lo que nos podría 
indicar que hay menos ribosomas unidos a la membrana, aunque su presencia también 
podría ser debida a la contaminación cruzada. La disminución inducida por la deficiencia 
de Fe en la abundancia de algunos componentes ribosomales ya había sido descrita en 
raíces de Arabidopsis (Lan et al., 2011; Lan et al., 2012). Estos autores especulan que los 
cambios en la composición de los ribosomas controlan su preferencia por determinados 
mRNAs causando un bias de la maquinaria de traslación hacia determinados grupos de 
genes  (Lan et al., 2011; Lan et al., 2012). 
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En conclusión, nuestro trabajo revela que la deficiencia de Fe produce un gran 
número de cambios en la MP, y que estos afectan principalmente al transporte vesicular y 
a varias cascadas de señalización, así como a la asociación de varias proteínas 
citoplasmáticas con la MP. Estos últimos cambios están estrechamente vinculados con 
respuestas metabólicas ya descritas en plantas deficientes en Fe, tales como aumentos en 
la PEPC/TCA y cambios en la asimilación de N. Los resultados también ponen de relieve 
el papel de la familia de proteínas “14-3-3” en la cascada de señalización de la deficiencia 
de Fe y deja un camino abierto a su estudio en futuros trabajos. 
9.3 Caracterización del efecto de la deficiencia de hierro en el perfil 
proteico del floema de Brassica napus. 
Este trabajo se desarrolló con ayuda de técnicas electroforéticas y cromatográficas 
para caracterizar el efecto de la deficiencia de Fe en el perfil proteico de los exudados de 
savia de floema de plantas de Brassica napus cultivadas en hidroponía. El objetivo final 
fue tratar de identificar procesos que pueden ser relevantes para el mantenimiento de la 
homeostasis de Fe durante su transporte a larga distancia.  
Para comprobar la pureza de los extractos de floema se midió la concentración de 
glucosa, fructosa y sacarosa. La concentración de sacarosa no cambió por efecto de la 
deficiencia de Fe, mientras que las de glucosa y fructosa fueron ligeramente mayores en 
condiciones de deficiencia. Los porcentajes de azúcares reductores respecto al total 
fueron de 2,2±0,3 y 1,7±0,4 para controles y deficientes respectivamente. Estos valores 
están en concordancia con los descritos en otros estudios de savia de floema (Giavalisco 
et al., 2006; Mendoza-Cozatl et al., 2008) e indican que la pureza del floema es muy alta 
y similar en ambos tratamientos. 
En general, los resultados obtenidos indican que la deficiencia de Fe provoca 
cambios importantes en vías de señalización que involucran al Ca y hormonas, y que 
están comúnmente asociadas a los procesos de floración y de desarrollo (Tsai et al., 
2007). Por un lado, la deficiencia de Fe causó una disminución en la abundancia relativa 
del “flowering locus T” (FT), que se localiza en el floema y forma parte de la maquinaria 
de señalización a larga distancia que participa en el desarrollo de las flores (Corbesier et 
al., 2007; Wigge et al., 2005). Este resultado podría sugerir que el efecto de la deficiencia 
de Fe sobre la floración podría ocurrir a través de FT, por lo que éste sería un punto 
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interesante para futuros estudios. Por otro lado, se observó un aumento de la abundancia 
relativa de tres especies proteicas involucradas en la transducción de señales mediadas 
por hormonas. Entre ellas una puede estar vinculada a la regulación por ABA (Cao et al., 
2006; Kim et al., 2008; Staiger et al., 2003), y el ortólogo en Arabidopsis  de la segunda 
juega un papel importante en la señalización por citoquininas (Hutchison et al., 2006). 
Por otro lado, el ortólogo en Arabidopsis de la tercera proteína también interviene en 
rutas de señalización de varias hormonas y juega un papel regulatorio en procesos de 
desarrollo. Además, en nuestro trabajo se observaron cambios inducidos por la 
deficiencia de Fe en el perfil hormonal tanto de la savia del floema como de tejidos 
(raíces, hojas y flores); cuya implicación en procesos de señalización via floema requiere 
un estudio más detallado.   
La deficiencia de Fe también causó cambios en la abundancia de proteínas 
relacionadas con mecanismos de señalización por Ca; entre ellas se encuentran dos 
calmodulinas y una anexina. Las calmodulinas juegan un papel importante en procesos de 
desarrollo y respuesta ante estrés (Perochon et al., 2011) y alguna de ellas puede inhibir la 
expresión de “flowering locus C” (Tsai et al., 2007), sugiriendo, de nuevo, un efecto de la 
deficiencia de Fe en la floración. La anexina, que disminuye en abundancia relativa, está 
implicada en rutas de señalización por Ca inducidas por ABA (Lee et al., 2004), además, 
presenta actividad peroxidasa dependiente de Ca y fosfolípidos. También se vieron 
cambios en algunas chaperonas implicadas en la estabilidad de las proteínas y su plegado. 
Los cambios descritos anteriormente, tanto en proteínas como en niveles hormonales, 
permiten resaltar la importancia de la savia de floema en los procesos de señalización 
probablemente relacionados con la floración, lo que puede constituir un punto de partida 
para futuros estudios. 
La deficiencia de Fe también afectó a la homeostasis redox en el floema de B. napus, 
ya que se detectaron cambios en la abundancia relativa de siete especies proteicas 
relacionadas con este proceso. La disminución observada en la abundancia relativa de la 
ascorbato peroxidasa, una proteína que contiene Fe, indica una alteración en el sistema de 
desintoxicación de peróxido de hidrógeno mediado por el ciclo de ascorbato-glutatión en 
la savia del floema. En raíces de plantas deficientes en Fe se ha observado una respuesta 
similar, tanto desde un punto de vista proteómico (Lan et al., 2011) como por medidas de 
actividades enzimáticas (Zaharieva y Abadía, 2003). Otras dos proteínas relacionadas con 
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la homeostasis redox (peroxirredoxina de tipo dos y tiorredoxina de tipo H) también 
disminuyeron en abundancia con la deficiencia de Fe, lo que corrobora la existencia de un 
deterioro en la desintoxicación de peróxido de hidrógeno. Los cambios en proteínas con 
actividad oxidoreductasa son importantes en la eliminación de especies reactivas de 
oxígeno pero también podrían estar relacionados con la señalización redox y/o su 
regulación. Por ejemplo, la tiorredoxina H puede activar algunas enzimas citosólicas y 
actuar como intermediaria en la comunicación intercelular (Meng et al., 2010). De hecho, 
la tiorredoxina H es una de las proteínas más abundantes en el floema y está presente en 
muchas especies vegetales (Lattanzio et al., 2013; Lin et al., 2009), por lo que es tentador 
especular que los cambios en el acervo de esta proteína pueden actuar como un 
mecanismo de señalización a larga distancia durante la deficiencia de Fe. Los cambios 
descritos anteriormente sugieren una alteración en el sistema de desintoxicación de ROS 
que se confirma con el aumento en la concentración de ROS (casi cuatro veces) medido 
en la savia de floema de las plantas deficientes. Más aún, en nuestro estudio se evaluó el 
nivel de estrés oxidativo mediante la medida de la concentración de malondialdeído 
(MDA) como indicador de la peroxidación lipídica observándose incrementos en raíces y 
flores de plantas deficientes en Fe.   
La deficiencia de Fe causó una disminución de la abundancia de la anexina 1 y de 
una proteína homóloga a la “phloem protein 25like A1” de Arabidopsis que podrían estar 
implicadas en la reparación de la pared celular. En plantas de Brassica napus se ha 
descrito que la anexina 1 puede intervenir en el sellado de los tubos cribosos después de 
una lesión (Giavalisco et al., 2006). Estos resultados sugieren que las plantas deficientes 
en Fe pueden mostrar alteraciones en la capacidad de reparar elementos cribosos, y está 
de acuerdo con el mayor rendimiento observado (casi dos veces) en la recolección de la 
savia del floema en las plantas deficientes en Fe.  
Por último, se realizó una cromatografía de afinidad para purificar y concentrar 
proteínas del floema con sitios de unión a Fe. En las muestras de floema que provenían de 
plantas cultivadas en presencia de Fe se identificó una metalotioneína que ya había sido 
descrita anteriormente en el floema de varias especies (Lattanzio et al., 2013; Aki et al., 
2008; Barnes et al., 2004). Esta proteína no fue detectada en el estudio 2-DE 
probablemente debido a su baja abundancia relativa. En el floema de plantas deficientes 
en Fe se identificaron dos aminociclopropanocarboxilato (ACC) oxidasas que se 
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encuentran relacionadas con la síntesis de etileno, hormona implicada en la regulación de 
las respuestas a la deficiencia de Fe (Romera et al., 2011; Wu et al., 2011). Otra proteína 
identificada en el floema de plantas deficientes fue una peroxidasa relacionada con la 
homeostasis redox. Estos resultados confirman la importancia de la savia del floema 
como un conducto para la señalización hormonal durante la deficiencia de Fe, así como la 
existencia de un desequilibrio redox en la savia de floema de las plantas deficientes. Las 
cuatro proteínas restantes identificadas en la cromatografía de afinidad en la savia de 
floema de plantas deficientes en Fe parecen ser contaminantes; son proteínas claramente 
descritas en otros compartimientos y su identificación en las muestras de floema podría 
ser debida al efecto de concentración asociado a la cromatografía de afinidad. Aun así, el 
hecho de estar presentes únicamente en las muestras de plantas deficientes nos lleva a 
pensar que la pared celular de las plantas deficientes podría estar debilitada.  
 En el esquema de la Figura 3 se muestra un posible vínculo entre los principales 
cambios inducidos por la deficiencia de Fe en el proteoma y metaboloma del floema de B. 
napus. Este modelo destaca que los cambios inducidos por deficiencia de Fe en la 
composición de la savia del floema pueden afectar a los procesos de floración, evitar el 
sellado de los tubos  cribosos, así como intervenir en la señalización de la deficiencia de 
Fe. Además, este modelo también refleja que el aumento de los niveles de ROS puede 
provocar daños en proteínas y lípidos, que se confirman con los aumentos medidos tanto 
en la peroxidación lipídica de tejidos como en los aumentos de enzimas proteolíticas. 
También cabe destacar que la mayoría de las proteínas con función desconocida o que no 
fueron identificadas muestran un aumento en la abundancia como consecuencia de la 
deficiencia de Fe, evidenciando el aún limitado conocimiento existente sobre el proteoma 
de la savia del floema. 
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Figura 3. Esquema que resume los principales cambios metabolómicos y proteómicos inducidos por la 
deficiencia de Fe en el floema de Brassica napus. Los círculos, rectángulos, triángulos y la estrella 
representan los cambios inducidos por la deficiencia de Fe en la abundancia de proteínas obtenidos por 2-
DE, en las proteínas identificas por cromatografía de afinidad, en la abundancia de metabolitos y ROS, 
respectivamente. El color amarillo indica aumentos y el verde disminuciones. Las flechas representan el 
posible efecto de los cambios observados en estos parámetros en varios procesos fisiológicos: floración, 
sellado de tubo criboso y señalización por Fe. Las fechas verdes y naranja indican inhibición o activación 
de estos procesos, respectivamente, y las grises sugieren una posible relación entre los elementos 
marcados. Los números se corresponden con los de la Tabla 3 del Capítulo 4. 
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9.4 Caracterización del efecto del exceso de Fe en el proteoma, 
transcriptoma, metaboloma y balance hormonal de flores de 
Arabidopsis thaliana silvestre y su triple mutante de ferritina. 
Estudios recientes han demostrado un estrecho vínculo entre la homeostasis de Fe en 
el cloroplasto y el desarrollo de las flores y fertilidad de las plantas (Duy et al., 2007). En 
el triple mutante de ferritina atfer1-3-4 de Arabidopsis se ha descrito que la ausencia de 
ferritina lleva a dificultades en el desarrollo de las flores y a una disminución de su 
fertilidad (Ravet et al., 2009). Las flores de este mutante tienen desregulados los 
mecanismos de eliminación de ROS y también se ha detectado la presencia de altos 
niveles de Fe. Además, la ausencia de ferritina causada por la triple mutación induce una 
acusada desregulación en la expresión de genes que codifican para el transporte de 
metales en flores y tallos (Ravert et al., 2009). Con estos antecedentes, el objetivo de 
nuestro trabajo se centró en obtener información sobre el papel que juega el Fe en el 
desarrollo de las flores y su fertilidad, en particular cuando se perturba la homeostasis de 
Fe tanto por la mutación de los genes de ferritina como por un exceso de Fe. Para 
desarrollar este objetivo se hizo un análisis global de las flores de Arabidopsis thaliana 
que incluyó el estudio de transcriptoma, proteoma, metaboloma y niveles hormonales. 
Las plantas, A. thaliana “wild type” (WT) y su triple mutante de ferritina (atfer1-3-4), se 
cultivaron en hidroponía utilizando soluciones control y con exceso de Fe. Los resultados 
obtenidos permitieron obtener información sobre la relación que existe entre la 
homeostasis de Fe y el desarrollo de las flores, así como sobre las respuestas al exceso de 
Fe en plantas WT y triple mutante de ferritina. 
La integración de los cambios en el transcriptoma, proteoma y metaboloma inducidos 
tanto por estreses nutricionales como por mutaciones no es tarea sencilla (Amiour et al., 
2012; Sudre et al., 2013). Esto se puede deber, entre otros factores, a las diferencias 
temporales en que pueden ocurrir los cambios a cada uno de los distintos niveles (gen, 
proteína, metabolito) y/o a la regulación específica que existe en cada uno de los mismos 
(p. ej. transcripcional, post-transcripcional, alostérica, PMTs, etc.). En este trabajo se ha 
evidenciado la dificultad en la integración directa de los resultados de los diferentes 
niveles, ya que no se observó un solapamiento claro entre los resultados de transcritos, 
proteínas y metabolitos. Sin embargo, sí que se detectaron modificaciones en dos 
categorías funcionales, estrés oxidativo y metabolismo de proteínas, que fueron 
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consistentes en los tres niveles de expresión génica. En la categoría funcional de estrés 
oxidativo y homeostasis redox se encontraron diferencias significativas en las 
abundancias relativas de 70 transcritos y en cuatro especies proteicas relacionadas 
directamente con el estrés, además de diferencias en varias oxidorreductasas. Asimismo, 
se detectó una disminución de los niveles de ácido ascórbico en las flores de las plantas 
cultivadas con exceso de Fe, tanto en WT como atfer1-3-4, al compararlas con las WT 
cultivadas en condiciones control. Estas alteraciones en la homeostasis redox son 
consistentes con el fenotipo observado en flores de las plantas atfer1-3-4, ya que se ha 
descrito que la alteración de los genes de ferritina conduce a un estrés oxidativo que causa 
daños en la flor y pérdida de fertilidad (Ravet et al., 2009). El metabolismo de 
aminoácidos y proteínas también mostró cambios consistentes en los tres niveles de 
expresión, principalmente en el mutante cultivado en exceso de Fe, donde se observaron 
aumentos en proteasas al compararlo con el WT en exceso de Fe. Este aumento en los 
niveles de proteasas está en consonancia con el aumento detectado en los niveles de urea 
y algunos aminoácidos en el análisis metabolómico, lo que sugiere la existencia de un 
aumento en la degradación de proteínas en el mutante cultivado en exceso de Fe. La 
sobreexpresión de PIC1 (permeasa de la envoltura interna que transporta Fe al 
cloroplasto) causa altos niveles de Fe y una reprogramación de la expresión génica, que 
incluye un aumento en la abundancia relativa de transcritos de genes asociados a la 
proteólisis (Duy et al., 2007, 2011). Este efecto es similar y concuerda con el observado 
en nuestro trabajo, y sugiere que el metabolismo de proteínas y aminoácidos está 
estrechamente vinculado a la homeostasis y transporte de Fe en plastidios. 
Cuando se analizaron los cambios específicos debidos a la mutación, el estudio 
transcriptómico indicó un efecto claro en los procesos de homeostasis redox, ya que el 
28% de los cambios pertenecen a esta categoría funcional. Más aún, gran parte de ellos 
corresponden a genes que codifican oxidorreductasas de membrana, sugiriendo que la 
alteración redox se encuentra localizada principalmente en las membranas (Sudre et al., 
2013). Estas proteínas no fueron detectadas en la aproximación 2-DE, probablemente 
debido a su naturaleza hidrofóbica, que implica una difícil solubilización en las 
condiciones experimentales utilizadas. El estudio metabolómico también proporcionó 
evidencias indirectas de la alteración en el equilibrio redox por efecto de la mutación. Así, 
se observó una disminución relativa en la concentración del ácido ascórbico y un aumento 
en la del ácido treónico (producto de degradación del ascórbico; Helsper y Loewus, 
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1982). El aumento detectado en los niveles de ácido 2-hidroxiglutárico también forma 
parte de las alteraciones causadas por la mutación y está en concordancia con el 
incremento del estrés redox y la proteólisis, ya que se ha descrito que el ácido 2-
hidroxiglutárico aumenta durante la senescencia, cuando se produce proteólisis y β-
oxidación (Engqvist et al., 2009, 2011). 
El efecto del exceso de Fe consistió en un cambio significativo en la abundancia 
relativa de tan solo seis transcritos, una especie proteica y un metabolito, tanto para las 
plantas WT como las mutantes atfer1-3-4 cultivadas en exceso de Fe. Dos de los 
transcritos identificados están adscritos a la categoría funcional de estrés y defensa, y uno 
más resultó ser un receptor quinasa. El resto de cambios observados como respuesta al 
exceso de Fe no pudo ser identificado. No obstante, todo este conjunto de datos 
representa un punto de interés para futuros estudios de la respuesta de la planta ante la 
toxicidad por Fe. 
El efecto de la mutación y/o el exceso de Fe se observó principalmente en el análisis 
transcriptómico y fue muy marcado en dos categorías funcionales, las de procesos 
relacionados con la pared celular y el transporte (12 y 8% de los cambios, 
respectivamente). En el primer caso, se observaron disminuciones en los niveles de 
transcritos que codifican para dos pectina esterasas y en varios componentes estructurales 
de la pared celular, mientras que aumentaron dos transcritos que codifican para 
extensinas. Además, el análisis proteómico reveló un aumento de una hidrolasa que 
promueve la expansión celular (Fry et al., 1992). Estos posibles cambios en la estructura 
de la pared celular pueden ser los causantes de los problemas de fertilidad observados en 
el mutante, especialmente cuando están cultivados en exceso de Fe. Con respecto al 
transporte, el efecto de la mutación y/o el exceso de Fe provocan cambios en 12 
transcritos. Entre ellos, un transportador específico de nitrato y otro de fosfato se vieron 
incrementados como consecuencia de la mutación; mientras que el exceso de Fe causó 
cambios en varios transportadores ABC, transportadores de flavonoides, de aminoácidos, 
de malato y azúcares, entre otros. En el análisis proteómico no se encontraron cambios en 
estos transportadores debido probablemente a su alta hidrofobicidad, ya que forman parte 
de las membranas. Sin embargo, el análisis metabolómico estuvo en consonancia con el 
análisis transcriptómico, ya que se observaron aumentos en la abundancia relativa de 
aminoácidos como la prolina y fenilalanina que concuerdan con el aumento detectado del 
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transportador de aminoácidos CAT6. Además la disminución en la abundancia de 
azúcares como la maltosa y glucosa está en correspondencia con la disminución 
observada en el transportador de azúcares ZIFL2. Por otro lado, a nivel transcriptómico, 
la mutación causó disminuciones en una GDSL lipasa y una lípido transferasa, lo que 
concuerda tanto con las disminuciones de la abundancia relativa de dos lipasas GDSL, 
observadas a nivel proteómico, como con los cambios en las abundancias de varios ácidos 
grasos detectados por metabolómica, especialmente al comparar atfer1-3-4 en exceso de 
Fe con atfer1-3-4.  
Por último, el estudio del balance hormonal indica que tan solo hay cambios en las 
concentraciones de citoquininas (CKs) en plantas cultivadas en exceso de Fe y para 
ambos genotipos, aunque los efectos son más evidentes en las plantas mutantes atfer1-3-
4. Al comparar el mutante en exceso de Fe con el WT en condiciones control se observó 
un aumento de la glutamato deshidrogenasa mitocondrial. Se ha descrito que esta enzima 
está regulada por los niveles de citoquinina y podría estar involucrada en el metabolismo 
del nitrógeno (Igarashi et al., 2009). La relación entre la homeostasis de Fe y las 
citoquininas ha sido previamente descrita en procesos de regulación de la toma de Fe en 
maíz (Séguéla et al., 2008).  
En conclusión, la alteración de la homeostasis de Fe por mutaciones en los genes de 
ferritina, acompañados o no de un tratamiento de exceso de Fe, conduce a alteraciones en 
el metabolismo de la flor de A. thaliana. La mutación causó cambios en la homeostasis 
redox, probablemente en las membranas, mientras que el efecto específico del exceso de 
Fe en el mutante acrecentó estos cambios, lo que sugiere que el mutante se enfrenta a un 
mayor estrés redox. Los cambios observados en los transportadores de membrana y el 
metabolismo de lípidos también indican que el impacto de la mutación y/o exceso de Fe 
son intensos a nivel de la membrana. A pesar de los pocos cambios observados en el 
perfil hormonal, se detectaron varios genes y proteínas relacionadas con hormonas que 
mostraron cambios significativos, lo que refleja la complejidad del equilibrio hormonal. 
9.5 Obtención y caracterización del perfil proteico de las envolturas 
interna y externa de cloroplastos de guisante por medio de dos 
aproximaciones proteómicas. 
Este trabajo se desarrolló utilizando plantas de guisante en un estado muy joven y 
crecidas en invernadero, de las que se obtuvieron fracciones enriquecidas en las 
Discusión Integral de Resultados 
 
 
- 243 - 
 
envolturas interna y externa del cloroplasto. Nuestro objetivo fue identificar 
inequívocamente la mayor cantidad de proteínas presentes en cada una de las envolturas. 
Los proteomas de membrana son difíciles de estudiar debido al alto grado de 
hidrofobicidad de las proteínas que los componen. Para solventar esta limitación, se 
utilizó una combinación de técnicas basadas en electroforesis bidimensional y “shotgun 
proteomics”. La técnica de “shotgun proteomics” permitió identificar un gran número de 
proteínas de membrana, lo cual indica que, aunque complementaria al 2-DE, esta técnica 
tiene una mayor capacidad de análisis. A su vez, el uso de la electroforesis bidimensional 
(2-DE) también permitió la detección de proteínas no identificadas por “shotgun 
proteomics”, a pesar de sus limitaciones para el estudio de proteínas de naturaleza 
hidrofóbica (Gutierrez-Carbonell et al., 2013). Este doble enfoque nos permitió 
identificar un total de 589 proteínas.  
Para determinar el enriquecimiento relativo de las proteínas en cada una de las 
envolturas se utilizó la intensidad de la señal de los péptidos y se calculó su porcentaje de 
abundancia relativa. Este análisis permitió identificar las categorías funcionales más 
abundantes en cada una de las envolturas. Hay que destacar que un porcentaje elevado de 
proteínas (15%), tanto en la envoltura externa como en la interna, no tiene una función 
conocida. Este resultado refleja la baja representación de las proteínas de membrana en 
las bases de datos y el consiguiente grado de dificultad en su identificación.  
En la Figura 4 se muestra la clasificación funcional de las proteínas identificadas en 
ambas envolturas de cloroplasto de guisante especificándose también la técnica con la que 
fueron identificadas. 
La envoltura interna presenta un alto número de proteínas (16%) relacionadas con el 
transporte activo de metabolitos, iones y translocones de proteínas, con respecto al  
obtenido (6%) en la envoltura externa. Esto indica que la envoltura interna juega un papel 
importante en los procesos de transporte activo y confirma que ésta se encarga en mayor 
medida de procesos específicos de transporte. Por otro lado, la identificación de hasta 12 
proteínas de la familia FtsH, que intervienen en la eliminación de proteínas mal plegadas 
o dañadas (Wagner et al., 2012; Kato y Sakamoto, 2010), indica que otra función 
claramente mayoritaria en la envoltura interna es el mantenimiento de la homeostasis de 
las proteínas de membrana. Estos resultados muestran que la homeostasis de proteínas 
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también está vinculada a la envoltura interna y no es un proceso únicamente tilacoidal o 
estromático. 
 
Figura 4. Distribución funcional de las proteínas identificadas en las envolturas cloroplásticas mediante 
“shotgun proteomics” y 2-DE. 
Una tercera ruta metabólica también claramente enriquecida en la envoltura interna 
es la síntesis de clorofila y tocoferol. Se sabía que la envoltura del cloroplasto contiene 
enzimas encargadas de la síntesis de clorofilas y tocoferol (Rolland et al., 2009), pero se 
desconocía su localización especifica en la envoltura externa o interna. La identificación 
de nueve proteínas relacionadas con la síntesis de clorofila y tocoferol, cuya abundancia 
en la envoltura interna estuvo entre el 70 y el 90% con respecto a la envoltura externa, 
sugiere claramente que estos procesos ocurren en la envoltura interna del cloroplasto. 
La envoltura externa está más enriquecida en proteínas relacionadas con el 
metabolismo de carbohidratos, defensa redox, señalización y transporte. Cinco proteínas 
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos son más abundantes en la envoltura 
externa, mientras que solo dos son más abundantes en la envoltura interna (Gutierrez-
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Carbonell et al., 2013). Asimismo, se identificaron cuatro proteínas relacionadas con 
procesos de defensa redox que fueron más abundantes en la envoltura externa (77-95%). 
Se ha descrito previamente que la envoltura externa juega un papel crucial en la 
señalización y el transporte (Duy et al., 2007; Böllter et al., 1999; Goetze et al., 2006;). 
En nuestro trabajo se identificaron diez proteínas muy abundantes en la envoltura externa 
(en porcentaje superior al 80% respecto a la interna), principalmente porinas y canales 
iónicos, que se encuentran relacionadas con procesos de transporte pasivo de pequeños 
solutos y metabolitos. Este resultado pone de manifiesto la diferencia entre el trasporte 
activo (específico) que se lleva a cabo en la envoltura interna y el transporte pasivo, más 
característico de la envoltura externa. 
Por otro lado, existen rutas metabólicas que se encuentran adscritas a ambas 
envolturas, como es por ejemplo el metabolismo lipídico. Se identificaron un total de 
siete proteínas relacionadas con el metabolismo lipídico con mayor abundancia en la 
envoltura interna y 11 en la envoltura externa, lo que sugiere el papel importante que 
juegan ambas envolturas en esta ruta. 
A pesar de que la pureza de cada una de las envolturas no era absoluta, podemos 
afirmar que se obtuvieron fracciones de proteínas muy enriquecidas en cada una de las 
envolturas por separado. Esto se comprobó mediante la identificación de marcadores 
específicos de cada una de las envolturas, como son TIC110 y TIC21 para la envoltura 
interna y TOC75, OEP37 y OEP16 para la externa (Balsera et al., 2009; Jarvis, 2008; Shi 
y Theg, 2013). En nuestros resultados, la abundancia relativa de estas proteínas en cada 
una de las correspondientes membranas fue de aproximadamente un 90% (Gutierrez-
Carbonell et al., 2013).  
Por otro lado, el método de aislamiento utilizado para la obtención de las fracciones 
enriquecidas en envolturas internas y externas puede conllevar un cierto grado de 
contaminación con proteínas de otros compartimientos del cloroplasto. Estas 
contaminaciones cruzadas provienen posiblemente del choque osmótico al que se 
someten los cloroplastos durante el método de aislamiento (Rolland et al., 2003). 
Ejemplos de contaminación cruzada serían las proteínas relacionadas con procesos de 
captación de la luz de la vía fotosintética que se identificaron en la envoltura interna, que 
pueden representar contaminación tilacoidal, y las proteínas relacionadas con el Ciclo de 
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Calvin identificadas en la envoltura externa, que pueden representar una contaminación 
estromática. En total, se identificaron 41 proteínas (relacionadas con el ciclo de Calvin, 
metabolismo de aminoácidos, homeostasis de Fe, transcripción y síntesis de proteínas) 
que en principio podrían provenir de otros compartimentos cloroplásticos, si bien no se 
puede descartar que algunas de ellas también pudieran estar ancladas de alguna manera a 
las envolturas. Hay evidencias de que proteínas que no forman parte de la envoltura 
cloroplástica pueden estar ancladas a los lípidos de las envolturas o a otros componentes 
(proteicos o no) de las mismas, como es el caso de la ferredoxina NADP reductasa 
(Stengel et al., 2008). 
Los resultados obtenidos muestran una alta concordancia con las anotaciones 
disponibles en bases de datos de proteínas de plantas como AT_CHLORO (Bruley et al., 
2012; Ferro et al., 2010), PPDB (Sun et al., 2009) y SUBA3 (Tanz et al., 2013). Sin 
embargo, nuestros resultados han permitido asignar la localización específica de las 
proteínas identificadas a las envolturas interna y/o externa y por tanto añadir nueva 
información a las bases de datos existentes. Por último, el enfoque combinado utilizado 
(2-DE y “shotgun proteomics”) reveló un total de 26 proteínas no descritas anteriormente 
en el cloroplasto en las bases de datos utilizadas en el análisis. Sin embargo, la asignación 
final de estas proteínas a la envoltura correspondiente necesita de nuevas evidencias 
experimentales. 
9.6 Aspectos y recomendaciones sobre estudios de proteómica 
vegetal. 
El éxito de un estudio proteómico está marcado por varios aspectos. La preparación 
de la muestra es, sin duda, uno de los procesos más importantes, puesto que de ello 
depende en gran medida la calidad y relevancia de los datos obtenidos en cada 
experimento. La recogida de la muestra, su transporte y almacenamiento, así como la 
extracción de proteínas, son procedimientos tan importantes como el análisis por 
espectrometría de masas. Las muestras de proteínas utilizadas para análisis proteómico se 
obtienen de diferentes formas, provenientes de medios de cultivos, tejidos y fluidos 
biológicos. Cada uno de estos tipos de muestras contiene otros componentes como 
lípidos, ácidos nucleicos, azúcares y otras pequeñas moléculas que deben ser tenidas en 
cuenta para la optimización del protocolo a utilizar. Por otra parte, las proteínas, a 
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diferencia del ADN y ARN, son moléculas bioquímicamente muy heterogéneas en 
tamaño, carga e hidrofobicidad, y estos son elementos que se deben de tener en cuenta 
para seleccionar el método de extracción más adecuado. 
La proteómica vegetal también ha de enfrentarse al alto rango dinámico en el que se 
expresan las proteínas en los distintos tipos celulares. Debido a este hecho, es importante 
obtener con la mayor pureza posible los proteomas que serán objetos de estudio y 
desarrollar protocolos de separación lo más sensatos posible, siempre acordes con el tipo 
de proteína con el que se está trabajando y teniendo en cuenta la tecnología a emplear. 
Cuanto mejor sea la separación de las proteínas, mayores son las posibilidades de 
incrementar el número de identificaciones, y si la muestra tiene una gran pureza podría 
asignarse una ubicación específica para las proteínas del extracto utilizado. 
El análisis de los proteomas vegetales mediante la electroforesis bidimensional 2-DE 
nos permite tener una evidencia visual de la distribución de las proteínas presentes en el 
mismo. También nos brinda información sobre la capacidad de solubilización de la 
muestra en distintos tampones y, por tanto, una idea de la composición de la muestra, no 
solo proteica sino en cuanto a posibles niveles de sales. Además, podemos obtener 
información sobre pI, peso molecular y existencia de isoformas. A todo esto, podemos 
agregar que es una técnica relativamente poco costosa. 
Por otro lado, el análisis por “shotgun proteomics” nos permite la identificación de 
un mayor número de proteínas, si bien esta ventaja puede estar dada en gran medida por 
la alta capacidad de procesado del equipo utilizado en nuestro caso. En mi opinión, podría 
ser injusto realizar comparaciones de técnicas desde el punto de vista de número de 
proteínas identificadas, cuando realmente el equipamiento empleado no es el mismo. Sin 
duda, para el análisis de muestras de alta hidrofobicidad, el análisis por “shotgun 
proteomics” muestra mayor capacidad de identificación, no solo por el equipamiento sino 
por el protocolo empleado, en el cual las proteínas se solubilizan en un tampón 
fuertemente desnaturalizante a 95 ºC y luego se aplican a un gel de poliacrilamida. Estos 
pasos previos a la digestión garantizan una mayor solubilización de las proteínas y 
accesibilidad por la tripsina, y la muestra es también más limpia, ya que los posibles 
contaminantes que pueden interferir en la digestión o identificación son eliminados. Otra 
ventaja de este tipo de análisis es la cantidad de muestra de partida puede ser 10 veces 
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menor que la necesaria para hacer un gel bidimensional (5 vs. 100 µg de proteína por 
análisis), ventaja que es muy importante a la hora de analizar proteomas con poca 
concentración de proteínas como es el caso de la savia de xilema, o bien de difícil 
adquisición como es la savia de floema. Por otro lado, el trabajo con extractos totales nos 
brinda una información muy completa y disminuye mucho el efecto que se puede generar 
por la manipulación de la muestra en procesos de separación. Un inconveniente es que 
para desarrollar un análisis de este tipo se necesita un espectrómetro de masas de alta 
capacidad y velocidad de procesado como puede ser el caso del Orbitrap (Thermo) o 
TripleTOF (Sciex). En nuestro trabajo, hemos demostrado la complementariedad de las 
distintas técnicas proteómicas, por lo podemos decir que una no es excluyente de las 
otras. 
La proteómica diferencial se viene empleando en los últimos años para el estudio de 
diversos estreses nutricionales en plantas. Esta aproximación es una herramienta que nos 
permite aclarar el efecto, a nivel de abundancia de proteínas, de los distintos estreses a los 
que puede ser sometida la planta. El cambio en los niveles de transcritos podría presentar 
cierta relación con los niveles de proteínas, pero no siempre están directamente 
relacionados y por esta razón se hace necesario hacer estudios proteómicos. Este hecho se 
pudo comprobar en los experimentos realizados en las flores de Arabidopsis. 
La proteómica vegetal hoy en día presenta una limitación importante, derivada de la 
incompleta información presente en las bases de datos actuales. A diferencia de otras 
especies (la humana, por ejemplo) donde la mayoría de las proteínas están descritas y 
caracterizadas, en las especies vegetales aún hay mucho por hacer. Para minimizar este 
inconveniente, y dependiendo del objetivo de cada trabajo, es recomendable realizar 
estudios proteómicos con especies modelo (Arabidopsis, por ejemplo) cuyo genoma ha 
sido secuenciado y la caracterización de sus proteínas está ya en un estado avanzado. De 
esta forma, se garantiza una identificación más fiable, una menor probabilidad de que 
existan falsos positivos y la posibilidad de encontrar un mejor significado biológico para 
los resultados obtenidos. En nuestro trabajo también se obtuvieron excelentes resultados 
con Brassica napus, cuya homología con Arabidopsis es alta, lo que nos permitió obtener 
buenas identificaciones y caracterización funcional. 
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La dificultad aumenta cuando se trabaja con especies cuyo genoma no ha sido 
secuenciado. En estos casos, las proteínas pueden ser identificadas por homología con 
proteínas pertenecientes a distintas especies, lo que puede introducir errores en la 
identificación o falta de especificidad. Además, se puede identificar la misma proteína en 
varias especies, lo que conlleva una redundancia en los datos. Comúnmente, este 
inconveniente se solventa haciendo un BLAST sobre una planta modelo (Arabidopsis), lo 
que brinda la posibilidad de reducir los datos redundantes pero a la vez supone que cada 
proteína detectada haya de presentar una homóloga en Arabidopsis, lo que no siempre 
ocurre. 
Otra posibilidad para evitar la redundancia en la identificación es realizarla sobre 
bases de datos específicas para cada especie. En nuestro trabajo tenemos el ejemplo de 
Beta vulgaris y también podemos citar trabajos realizados por nuestro grupo en Medicago 
truncatula, aunque en ambos casos el porcentaje de identificación fue menor que el 
habitual cuando se trabaja con Arabidopsis. Un problema adicional es que al hacer la 
identificación utilizando bases de datos de la especie con la que se trabaja (por ejemplo B. 
vulgaris) se gana en fiabilidad de las identificaciones, pero la información existente sobre 
las proteínas identificadas suele ser baja y hay que recurrir de nuevo a la homología entre 
especies para poder encontrar significado biológico al resultado obtenido.  
Teniendo en cuenta todas las recomendaciones derivadas de la experiencia adquirida 
en la presente memoria, y expuestas a lo largo de este apartado 6 de la Discusión, se 
puede confirmar que el enfoque proteómico puede ser muy útil para estudios de material 
vegetal. Al mismo tiempo, cabe decir que se trata de técnicas complejas, en las que hay 
que tener en cuenta muchos factores inherentes a las muestras y factores externos para 
lograr unos resultados consistentes. 
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1. La proteómica es una herramienta útil para caracterizar proteomas vegetales, 
describir los cambios que se producen a consecuencia de estreses nutricionales y generar 
nuevos puntos de interés para estudios futuros. 
2. Las raíces de plantas de Beta vulgaris afectadas por toxicidad leve y moderada de 
Zn muestran cambios en el metabolismo de carbohidratos para compensar las necesidades 
energéticas generadas por el estrés. 
3. Las raíces de plantas de B. vulgaris cultivadas con altas concentraciones de Zn 
presentan alteraciones en todas las etapas de la respiración aeróbica, y muestran un 
desajuste del sistema de defensa ante el estrés oxidativo. 
4. En las raíces de plantas de B. vulgaris cultivadas con exceso de Zn, la 
competencia del Zn con otros metales, especialmente con Fe, es muy relevante: el 61% de 
las proteínas que muestran cambios en abundancia tienen sitios de unión a metales. 
5. En plantas de B. vulgaris, la deficiencia de Fe causa cambios similares en los 
perfiles proteicos de la membrana plasmática de raíz y de las correspondientes 
preparaciones de membrana resistente a detergentes. 
6. En plantas de B. vulgaris, la deficiencia de Fe produce una disminución de 
proteínas relacionadas con la fosforilación y el transporte vesicular en la membrana 
plasmática de raíz, así como un aumento en la asociación de la fosfoenolpiruvato 
carboxilasa con dicha membrana. 
7. En las preparaciones de membrana resistente a detergentes de raíz de B. vulgaris, 
se observan disminuciones de proteínas pertenecientes a la familia 14-3-3, así como 
cambios en la asociación de ciertas proteínas citoplasmáticas a dicha membrana. 
8. En el floema de Brassica napus, la deficiencia de Fe conduce a cambios en la 
abundancia de proteínas relacionadas con floración y señalización, así como en el perfil 
hormonal, confirmando el papel del floema en la trasmisión de señales. 
9. En el floema de B. napus, la deficiencia de Fe produce alteraciones en la 
homeostasis redox y disminuye la capacidad para reparar los vasos cribosos. 
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10. La alteración de la homeostasis del Fe en plantas de Arabidopsis thaliana debida 
a la triple mutación en los genes de ferritina y/o al exceso de Fe produce un fuerte 
impacto en el metabolismo de la flor a nivel de expresión de transcritos, abundancia de 
proteínas y concentración de metabolitos, así como a un impacto moderado en la 
concentración de hormonas. 
11. Las flores del triple mutante de ferritina de A. thaliana muestran alteraciones a 
nivel de membrana que afectan a transportadores, metabolismo lipídico y homeostasis 
redox, que se intensifican como consecuencia del exceso de Fe. 
12. El estudio transcriptómico/proteómico/metabolómico realizado con flores de A. 
thaliana detecta cambios consistentes en al menos dos categorías funcionales, 
homeostasis redox y metabolismo proteico, y muestra la dificultad de integración de los 
datos obtenidos por las tres aproximaciones. 
13. Proteínas cuya localización precisa era desconocida se han podido asignar 
específicamente a las envolturas externa e interna del cloroplasto de Pisum sativum. 
14. La envoltura interna del cloroplasto de P. sativum está enriquecida en proteínas 
relacionadas con transporte activo, mantenimiento de la homeostasis proteica, y síntesis 
de clorofila y tocoferoles, mientras que la externa está enriquecida en proteínas que 
participan en un rango amplio de procesos. 
15. Los estudios con envolturas cloroplásticas muestran que la técnica de “shotgun 
proteomics” es complementaria a la electroforesis bidimensional. 
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(Poster) 
 
17th International Plant Nutrition Colloquium (IPNC) (Istanbul, Turkey)  
 
Gutierrez-Carbonell E, Lattanzio G, Sagardoy R, Rodríguez-Celma J, Rios JJ, Abadía A, Abadía J, López-Millán 
AF. Changes induced by zinc toxicity in the 2-DE protein profile of sugar beet roots (Poster) 
 
12th Annual World Congress of the Human Proteome Organization (HUPO 2013) (Yokohama, Japan)  
 
Gutierrez-Carbonell E, Lattanzio G, Abadía A, Abadía J, López-Millán AF. Changes in the protein profiles of Beta 
vulgaris leaf apoplastic fluid with iron deficiency and iron resupply (Poster) 
 
2012             III Jornadas Bienales de Jóvenes Investigadores en Proteómica (Santiago de Compostela, España) 
 
Gutierrez-Carbonell E, Lattanzio G, Rodriguez-Celma J, Duy D, Kehr J, Philippar K, López-Millán AF, Abadía J. 
Caracterización del proteoma de las envolturas interna y externa de cloroplasto de Pisum sativum (Oral 
Communication) 
 
16th International Symposium on Iron Nutrition and Interactions in Plants (Amherst, Massachusetts, USA)  
 
Gutierrez-Carbonell E, Lattanzio G, Rellán-Álvarez R, Sudre D, Gaymard F, Fiehn O, Abadía J, Álvarez-Fernández 
A, López-Millán AF, Briat JF. Changes in flower protein and metabolite profiles in an Arabidopsis ferritin null 
mutant (Poster) 
 
XIV Simposio Hispano-Luso de Nutrición Mineral de las Plantas (Madrid, España)  
 
Gutierrez-Carbonell E, Lattanzio G, Rodríguez-Celma J, Sagardoy R, Abadía A, Abadía J, López-Millán AF. 
Cambios en los perfiles proteicos de raíz de plantas de Beta vulgaris cultivadas en distintas concentraciones de Zn 
(Poster) 
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PSSC 2012 Plant Science Student Conference (Gatersleben, Alemania)  
 
Gutierrez-Carbonell E, Lattanzio G, Rodriguez-Celma J, Duy D, Kehr J, Philippar K, López-Millán AF, Abadía J. 
Proteomic profiling of Inner and Outer Chloroplast Membranes (Oral Communication) 
 
2011           XIX Reunión de la Sociedad Española de Fisiología Vegetal (SEFV). XII Congreso Hispano-Luso de Fisiología 
(Castellón, España) 
 
Gutierrez-Carbonell E, Rodríguez-Celma J, Duy D, Lattanzio G, López-Millán AF, Philippar K, Abadía J. 
Chloroplast envelope proteomics (Poster) 
 
7th International Congress of Cardiology on the Internet (Argentina)  
 
Cabalé Vilariño MB, Sánchez Serrano D; Gutiérrez Carbonell E; Flores Sánchez A. Prevalencia del Síndrome 
Metabólico en Pacientes Dislipidémicos con Antecedentes de Revascularización Miocárdica (Non SCI 
communication) 
 
3rd International Symposium Frontiers in Agricultural Proteome Research. Contribution of proteomics 
technology in agricultural sciences (Tsukuba, Japan)  
 
Rodriguez-Celma J, Lattanzio G, Gutierrez-Carbonell E, Kehr J, Abadia A, Lopez-Millan AF, Abadia J. Changes in 
the Medicago truncatula stem protein profile as a result of Fe deficiency (Poster and Oral Communication) 
 
 
AWARDS AND FELLOWSHIPS  
 
Predoctoral Fellowship awarded by Council for Scientific Research (JAE-Predoc). 2010-2014. 
Aula Dei Experimental Station, Zaragoza, Council for Scientific Research (EEAD-
CSIC). 
Bronze medal in the “33rd International Chemistry Olympics” Mumbai, India. July 2001. 
 
Student travel grant for assistance to INPPO 2014 in Hamburg, Germany. 31 August-4 
September. 
Travel grant awarded from the Council for Scientific Research (CSIC) for a short stage in 
Morioka University, Japan. October 2014. 
Travel grant awarded from the Spanish Proteomics Society (SEProt) for a short stage in Morioka 
University, Japan. September-October 2013. 
Travel grant awarded from the Council for Scientific Research (CSIC) for a short stage in Munich 
University, Germany. November 2012.  
Travel grant awarded from the Council for Scientific Research (CSIC) for a short stage in 
Hamburg University, Germany. August-September 2012. 
 
TECHNIQUES 
Advanced proteomic techniques: 
Mass spectrometry (Bruker HCT Ultra high-capacity ion trap, MALDI-TOF, LTQ 
Orbitrap XL, TripleTOF) 
Gel-based proteomic techniques, including 2-DE IEF SDS-PAGE and Bluenative (BN) 
SDS-PAGE, PDQuest software 
Protein extraction and purification 
Non gel-based plant membrane proteomics (Shotgun proteomics; UHPLC-LTQ Orbitrap 
XL, Progenesis software, SWATH) 
Database handling  
Liquid chromatography (HPLC, nHPLC Agilent 1200 and nanoLC Eksigent 425) 
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Molecular biology: 
RNA isolation 
q-PCR 
Plant Physiology and biochemistry: 
Handling and maintenance of hydroponic cultures 
Plasma membrane isolation 
Chloroplast envelope isolation 
Enzymatic measurements 
Lipid extraction 
Clinical determinations 
 Lipoprotein determinations in blood 
 Chemical analyses of enzymes and compounds in blood 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
